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1. La célula epitelial polarizada 
La polaridad celular es una propiedad que presentan multitud de tipos celulares durante 
diferentes etapas de su ciclo vital, que se caracteriza por la distribución asimétrica de 
moléculas, estructuras y orgánulos en la célula, y que conlleva una asimetría en su forma y, 
por lo tanto, también en sus funciones1. La polaridad celular es imprescindible para el 
correcto desarrollo de multitud de procesos celulares como: la gemación en levaduras, la 
división celular, la formación de axones y dendritas neuronales, el transporte transepitelial, 
el desplazamiento celular o la extravasación linfocitaria2, 3, 4. 
El tejido epitelial es un tejido avascular, sin apenas matriz intercelular, formado por un 
tipo celular altamente polarizado que son las células epiteliales. Según la función principal 
que desempeña se clasifica en: epitelio de revestimiento, si actúa como barrera fisicoquímica 
selectiva proporcionando protección a otros tejidos, o epitelio glandular, si está especializado 
en la secreción de sustancias. Los epitelios de revestimiento están ampliamente distribuidos 
en los organismos pluricelulares y se encuentran limitando la periferia de muchos órganos y 
revistiendo conductos, de forma que suelen estar en contacto con ambientes 
fisicoquímicamente muy diferentes en cada uno de sus lados. Por este motivo las células 
epiteliales presentan un tipo de polaridad denominada apicobasal, en la que su membrana 
plasmática se diferencia y especializa en dos porciones o caras: una cara distal o apical, que 
generalmente representa una superficie libre, y otra proximal o basal, sobre la que se asienta 
el epitelio en la lámina basal. De esta manera la célula epitelial polarizada presenta un 
conjunto de características asimétricas propias que permiten diferenciarla de otras células 
polarizadas o sin polarizar5. 
1.1 Uniones celulares apicolaterales 
Una de las principales características de las células epiteliales es su capacidad para 
establecer uniones celulares estrechas con células vecinas. La existencia de este tipo de 
uniones se conoce desde hace más de un siglo6, pero fue en 1963 cuando Marilyn Farquhar 
y George Palade describieron la presencia de “una estructura tripartita en la membrana 
apicolateral de diferentes epitelios que produce el acercamiento de las membranas 
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plasmáticas de las dos células y , en algunos puntos, llega casi a cerrar por completo el espacio 
intercelular”7. Gracias a la observación y al análisis de estas estructuras a microscopía 
electrónica, a las que llamaron complejo de unión, se pudieron postular dos de sus 
principales funciones: la de proporcionar la fuerza necesaria para la formación de la barrera 
mecánica que constituye el epitelio, y la formación de una barrera bioquímica selectiva al 
transporte paracelular de moléculas e iones. Hoy en día sabemos que este tipo de estructuras 
son, además, fundamentales para el establecimiento de una comunicación intercelular y para 
la regulación de procesos fisiológicos en la propia célula, como la morfogénesis, la 
proliferación y la diferenciación celular8.  
Atendiendo a la función que desempeñan y a su composición bioquímica, en 
vertebrados, podemos distinguir los siguientes tipos de uniones celulares localizadas de una 
posición más basal a apical (Esquema 1):  
1.1.1 Uniones Gap 
Su función principal es el acoplamiento eléctrico y metabólico de dos células vecinas 
mediante la formación de un canal entre ambas que pone en contacto directo su citoplasma, 
y a través del cual se permite el intercambio regulado de iones y pequeñas moléculas 
hidrosolubles. Están formadas por un único tipo de proteínas, las conexinas, que presentan 
cuatro pasos transmembrana y que se agrupan en hexámeros para formar un conexón o 
hemicanal, de modo que la unión de dos conexones de células vecinas forma el canal o unión 
Esquema 1. Diseño esquemático de una monocapa de células epiteliales polarizadas con su cara 
apical situada hacia la zona superior de la imagen y la basal hacia la inferior, donde se ha señalado la posición 
relativa de las uniones celulares ocluyentes (en rojo), adherentes (en verde), Gap (magenta) y los 




Gap9. Además, las conexinas, mediante la unión a proteínas señalizadoras, también regulan 
rutas de señalización intracelular y están implicadas en procesos como la proliferación o la 
muerte celular10.  
1.1.2 Desmosomas  
Son uniones celulares dependientes de Ca2+ extracelular cuya función principal es 
proporcionar resistencia a la tracción mediante el anclaje y coordinación del citoesqueleto 
de filamentos intermedios en células adyacentes. Los desmosomas tienen una distribución 
localizada en puntos a lo largo de la membrana apicolateral y están formados típicamente 
por proteínas transmembrana de la superfamilia de las cadherinas, proteínas citoplasmáticas 
de la familia Armadillo, y por la proteína adaptadora al citoesqueleto de filamentos 
intermedios Desmoplaquina. Además de estas proteínas, que forman la estructura básica de 
los desmosomas, existen un gran número de proteínas señalizadoras asociadas que regulan 
el estado fisiológico de la célula. En algunos casos, este tipo de uniones se forman en la cara 
basal, anclando la célula a proteínas de la matriz extracelular, en lo que se conoce como 
hemidesmosomas, ya que solo intervienen las proteínas de una sola célula11, 12. 
1.1.3 Uniones adherentes 
Estas uniones celulares no son directamente dependientes de Ca2+ extracelular, y su 
función principal es la de proporcionar resistencia a la tracción mediante el anclaje y la 
coordinación del citoesqueleto de Actina de células adyacentes. En las células epiteliales 
polarizadas las uniones adherentes rodean el perímetro celular formando una estructura 
llamada zónula adherente. A estas uniones se ancla el citoesqueleto formado por 
microfilamentos de Actina (F-Actina), que se dispone en haces paralelos a la membrana 
plasmática adquiriendo una disposición característica de este tipo celular conocida como 
cinturón de Actina. 
Las uniones adherentes están formadas por dos complejos proteicos: el formado por la 
unión de Nectina y Afadina, que es independiente de Ca2+ extracelular, y el formado por la 
unión de Cadherina y Catenina, dependiente de Ca2+ extracelular13. Las Nectinas son 
proteínas transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que se unen por su 
dominio citoplasmático a la Afadina, una proteína con capacidad de unión a Actina, y que 
parecen responsables del inicio del reclutamiento del resto de proteínas de las uniones 
celulares a la membrana plasmática 14. Las Cadherinas son proteínas transmembrana de un 
solo paso compuestas por: un dominio extracelular, que en presencia de iones Ca2+ sufre un 
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cambio conformacional que le aporta rigidez y la capacidad de unirse a Cadherinas de la 
célula vecina, y un dominio citoplasmático, mediante el cual se une, entre otras proteínas, a 
las Cateninas p120, α-catenina y β-catenina, que regulan la señalización intracelular 
proveniente de este tipo de uniones. 
Las uniones adherentes están presentes en muchos tipos celulares, a veces como 
contactos esporádicos y otras de forma estable, pero siempre como estructuras dinámicas a 
través de las cuales se ejerce una doble función, la de unir y coordinar físicamente células 
vecinas así como la de regular y coordinar su fisiología15. 
1.1.4 Uniones ocluyentes 
Son uniones celulares no dependientes de Ca2+ extracelular cuya función principal es la 
de formar una barrera bioquímica selectiva al paso de iones y moléculas a través del espacio 
paracelular. Al igual que las uniones adherentes, en las células epiteliales polarizadas se 
disponen formando un cinturón alrededor de la membrana plasmática llamada zónula 
ocluyente pero, a diferencia de esta otra, la zónula ocluyente cierra casi por completo el 
espacio intercelular. Ningún componente del citoesqueleto está específicamente anclado a 
este tipo de uniones, aunque tanto los filamentos de Actina como los microtúbulos son 
capaces de unirse a varias proteínas de las uniones ocluyentes. 
Las uniones ocluyentes están compuestas por las proteínas transmembrana de la familia 
de las Claudinas, TAMPs (Tight Junction-Associated Marvel domain-containing proteins) y 
JAMs (Junctional Adhesion Molecules), y las proteínas citoplasmáticas ZO-(1-3), además de 
numerosas proteínas adaptadoras y señalizadoras. Las Claudinas son un una familia de 
proteínas cuya principal función es sellar el espacio paracelular y proporcionar selectividad 
al paso de iones16. La TAMPs son una familia de proteínas entre las que se encuentran las 
proteínas Ocludina, Tricelulina y MarvelD3, que regulan la estructura y la estabilización de 
las uniones ocluyentes, aunque de un modo aún desconocido17. Las JAMs pertenecen a la 
superfamilia de las inmunoglobulinas, e intervienen en la adhesión y en la señalización 
intracelular18. Las proteínas ZO-(1-3) son proteínas citoplasmáticas de andamiaje capaces de 
poner en contacto a Claudina, Ocludina y JAM con los filamentos de Actina, además de 
unirse a la proteína Cingulina, que a su vez se une a los microtúbulos, de forma que ponen 
en contacto y coordinan a las uniones ocluyentes con el citoesqueleto de Actina y 
microtúbulos19. ZO-1 fue la primera proteína identificada como propia de las uniones 
ocluyentes20, aunque posteriormente se observó que se integra en las uniones adherentes de 
forma previa a la formación de las uniones ocluyentes21. En este tipo de uniones también 
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podemos encontrar a la proteína Afadina que, como mencionamos anteriormente, también 
forma parte de las uniones adherentes, y que ayuda a la formación de las uniones ocluyentes 
durante los primeros estadios22. 
1.1.5 Formación de los complejos de unión  
La formación de los complejos de unión es un proceso ordenado y altamente regulado, 
que transcurre de forma coordinada con la aparición del resto de características de las células 
epiteliales polarizadas. Sin embargo, aunque se conocen muchas de las proteínas, y sus 
interacciones, que intervienen en este proceso, el mecanismo completo por el cual estos se 
forman aún no está del todo descrito. Además, muchas de las proteínas forman parte de 
distintos tipos de uniones en diferentes momentos del proceso, lo que dificulta 
significativamente su investigación. Debemos también tener en cuenta que los estudios no 
siempre se han realizado en el mismo tipo celular, por lo que es difícil deducir un modelo 
general, si es que existe, que explique este proceso. 
A pesar de estas dificultades, parece generalmente aceptado que las primeras uniones 
que se establecen son las adherentes y los desmosomas. Ambos tipos comparten proteínas 
molecularmente muy parecidas, filogenéticamente muy próximas, por lo que el proceso de 
formación es similar8. El proceso comienza con la unión entre Nectinas de dos células 
vecinas, que rápidamente son capaces de atraer a la membrana plasmática a los complejos 
formados por las Cadherinas23, que son constantemente sintetizadas por la célula22, 23 y 
transportadas en vesículas a la membrana plasmática24. Al producirse el contacto entre 
Cadherinas de dos células vecinas en presencia de Ca2+ extracelular estas se unen 
fuertemente y las Cateninas estabilizan el complejo anclándolo al citoesqueleto25. A partir de 
este momento la unión adherente comienza a crecer y, dado el caso, comienza la formación 
de la unión ocluyente. Esta se inicia con la llegada de las proteínas JAM26 y ZO-127 a la 
uniones adherentes, que posteriormente se segregan hacia la zona apical21, 28, favoreciendo la 
integración de Claudina primero, y Ocludina después, así como del resto de proteínas 
citoplasmáticas de estas uniones29. 
Por lo tanto, podemos distinguir tres fases en el proceso de formación de los complejos 
de unión (Esquema 2): una primera fase de establecimiento de uniones puntuales con 
proteínas propias de las adherentes y desmosomas en la que se produce la llegada y 
estabilización de las proteínas de estas uniones y su anclaje al citoesqueleto; seguida de una 
segunda fase de crecimiento de las uniones adherentes en la que, además, proteínas 
típicamente presentes en las uniones ocluyentes se integran en estas uniones; y una tercera 
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fase de desarrollo o maduración, en la que se produce la separación de las uniones ocluyentes 
hacia la zona apical de las uniones adherentes promoviendo la formación de la zónula 
ocluyente. 
1.2 Estado quiescente 
La formación, diferenciación y el mantenimiento del epitelio requiere un estricto control 
del ciclo celular de las células epiteliales que lo forman. Inicialmente, las células 
mesenquimales desdiferenciadas sufren numerosas divisiones celulares hasta llegar a cubrir 
todo el área donde se constituye el epitelio. A medida que las células ocupan toda la 
superficie las divisiones celulares cesan. Este proceso está controlado, en gran medida, por 
las uniones celulares, que al formarse regulan cascadas de señalización mediante el secuestro 
en el citoplasma de diversos factores de transcripción promotores de la división celular30, 31. 
De esta manera, a medida que las células se polarizan y diferencian, pasan a un estado 
quiescente en fase G0
32. A este proceso se le conoce como transición mesénquima-epitelio 
o por sus siglas en inglés MET (mensenchymal to epithelial transition)33. 
Sin embargo, las células epiteliales quiescentes pueden volver a desdiferenciarse y entrar 
en división en lo que se conoce como transición epitelio-mesénquima o por sus siglas en 
inglés EMT (epithelial to mensenchymal transition). La EMT juega un papel fundamental 
en diferentes momentos del desarrollo embrionario, como la gastrulación o la delaminación 
de la cresta neural, pero también en el estado adulto, como cuando al producirse un daño 
en un epitelio, la muerte de algunas células provoca la rotura de la barrera, en ese momento 
gracias a la desdiferenciación y división de las células cercanas al daño se añaden nuevas 
Esquema 2. Diseño esquemático del desarrollo temporal de diferentes estructuras durante la 
polarización apicobasal en las células epiteliales, donde se muestra como, en primer lugar se forman 
desmosomas entre células sin polarizar (1-2), seguida por la formación de las uniones adherentes en células 
que comienzan a polarizarse (2-3) y, finalmente, se forman las uniones ocluyentes y las uniones Gap en 
células con marcada polaridad apicobasal que presentan microvellosidades en su cara apical y el núcleo en 
la zona basal (3-4). 
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células al tejido y el epitelio es reparado34. La EMT es, además, la causa de la aparición de 
numerosos tipos de carcinoma cuando ocurre de forma descontrolada35.  
1.3 Especialización de membranas 
Una característica fundamental de las células epiteliales polarizadas es la especialización 
morfológica, bioquímica y funcional de cada una de sus caras, gracias a la distribución 
desigual de lípidos y proteínas en la membrana plasmática de cada una de ellas. Esto se 
consigue, entre otros procesos, mediante la regulación del tráfico proteico y vesicular desde 
el aparato de Golgi y el retículo endoplasmático hacia cada una de las caras de la membrana 
plasmática36, 37, 38. Además, las uniones ocluyentes actúan como barrera que impide la difusión 
de estas moléculas de una cara a otra a través de la membrana plasmática, manteniendo su 
composición específica39. Es por ello que podemos distinguir una membrana apical, que 
abarca desde los complejos de unión hacia la cara apical de la célula, y una membrana 
basolateral, desde los complejos de unión hacia la zona basal. Es especialmente importante 
para el desarrollo de la función del epitelio la distribución desigual de canales iónicos y 
transportadores de moléculas en estas caras, que permiten el transporte selectivo 
unidireccional de estos a través de las células40, así como la formación de estructuras 
especializadas como microvellosidades o cilios en la cara apical o el laberinto basal en la cara 
basal (Esquema 2). 
1.4 Organización del citoesqueleto y distribución asimétrica de 
orgánulos 
Como describimos anteriormente, la organización del citoesqueleto en la célula epitelial 
polarizada está altamente condicionada por la presencia de los complejos de unión. En estas 
células los filamentos de Actina se encuentran altamente concentrados en la cara apical, 
donde se anclan a las uniones adherentes formando el llamado cinturón de Actina, y donde 
ayudan a formar las microvellosidades41. Los filamentos intermedios, anclados a los 
desmosomas y hemidesmosomas se distribuyen por todo el citoplasma proporcionando 
resistencia mecánica y moldeando la forma de la célula epitelial42. Las células epiteliales 
polarizadas, además de los microtúbulos provenientes del centrosoma distribuidos por todo 
el citoplasma, presentan microtúbulos no centrosomales dispuestos en una red apical capaz 
de unirse a las uniones adherentes y ocluyentes, y en haces orientados de forma apicobasal, 
con su extremo “-“ hacia la zona apical y el extremo “+” hacia la cara basal, que permiten el 
transporte de vesículas y orgánulos en esta dirección19, 43. 
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La organización del citoesqueleto influye en la localización asimétrica de moléculas y 
orgánulos necesaria para la polarización de funciones. En la célula epitelial polarizada el 
núcleo y las mitocondrias se localizan generalmente en zonas basales, mientras que el aparato 
de Golgi suele estar localizado junto a la zona apical del núcleo. Estructuras como los 
centriolos o el cuerpo basal también se encuentran polarizados y se localizan normalmente 
junto a la membrana apical44 (Esquema 2). 
2. Los complejos de polaridad celular 
Las primeras moléculas capaces de dotar a la célula de polaridad fueron descubiertas en 
1988 por Kemphues y Priess, que describieron cómo mutaciones independientes en cuatro 
genes del nematodo Caenorhabditis elegans alteraban su desarrollo embrionario al producirse 
un fallo en la distribución de los determinantes maternos en las primeras divisiones 
celulares45. Debido al fenotipo que presentaban los embriones mutantes, a estos genes se les 
denominó “par1-4” de la abreviatura en inglés de partitioning defective. Posteriormente, y 
utilizando este mismo modelo, se descubrieron nuevas proteínas que regulaban de forma 
interdependiente este proceso46, 47. De esta manera se llegó a caracterizar un complejo 
proteico formado por las proteínas Par3, Par6 y aPKC capaz de dotar de polaridad 
anteroposterior al zigoto de C. elegans al que se denominó complejo Par48. 
El descubrimiento de un segundo grupo de proteínas necesarias para el establecimiento 
de la polaridad celular comenzó con un estudio de Tepass y Knust en 1990, donde 
describieron cómo mutaciones en el gen crumbs causaban la desorganización de la mayoría 
de los tejidos epiteliales durante el desarrollo embrionario de la mosca Drosophila melanogaster, 
e hipotetizaban sobre su posible función en el control de la polaridad celular49. 
Posteriormente, describieron cómo mutaciones en el gen stardust de D. melanogaster 
(homólogo de Pals1 en mamíferos) producían un fenotipo similar al de las moscas mutantes 
para el gen crumbs, lo que, junto a otros experimentos, les llevó a postular la acción conjunta 
de ambas proteínas en la determinación de la polaridad celular en las células epiteliales donde 
se coexpresan50. Por último, se describió un tercer miembro, PATJ, capaz de unirse al resto 
de proteínas del complejo y también necesario para el establecimiento de la polaridad 
celular51, 52, 53. Así quedó descrito el complejo Crb, formado por las proteínas Crumbs, 
Stardust/PALS1 y PATJ, como un segundo complejo proteico capaz de dotar de polaridad 
a las células donde se expresa. 
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Un tercer grupo de proteínas necesarias para el establecimiento de la polaridad celular 
fue descrito en el año 2000 por Bilder y Perrimon. Descubrieron que la proteína Scribble 
era necesaria para mantener la organización histológica de los epitelios de D. melanogaster 
durante su desarrollo embrionario, y que, además, ejercía su función mediante la restricción 
de la localización de Crumbs en la zona apical de la célula54. Posteriormente, observaron que 
las proteínas Lgl y Dlg actuaban conjuntamente con Scribble en el desarrollo de sus 
funciones55. De este modo quedó descrito un tercer complejo de polaridad celular, el 
complejo Scrib. 
Por lo tanto, hasta la fecha se ha descrito la existencia de tres complejos proteicos que 
controlan el establecimiento de la polaridad celular, estos son: los complejos Par, Crb y Scrib. 
Mientras que, como hemos explicado, el complejo Par fue descubierto gracias al estudio de 
la división de células embrionarias de C.elegans que presentan una polaridad anteroposterior, 
los complejos Crb y Scrib fueron caracterizados mediante el estudio de células epiteliales de 
D. melanogaster que presentan polaridad apicobasal. Sin embargo, posteriormente se ha 
comprobado que los tres complejos se expresan conjuntamente en las células epiteliales, 
localizándose junto a la membrana plasmática e interaccionando para dotar de polaridad 
apicobasal a este tipo celular. Pero, mientras que los complejos Par y Crb se encuentran en 
la membrana apicolateral, el complejo Scrib está restringido a la cara basal. Teniendo en 
cuenta esta distribución y la relación que existe entre ellos, se ha determinado que los 
complejos Par y Crb están implicados en la especificación de la zona apical de la célula, 
mientras que el complejo Scrib determina la zona basal56. 
Debido a que estas proteínas fueron descubiertas al mismo tiempo en diferentes 
organismos y por diferentes grupos, la mayoría han recibido diferentes nombres que son 
simultáneamente utilizados en la literatura (Tabla 1). Especialmente difieren los nombres 
utilizados entre las proteínas de D. melanogaster y las de mamíferos. Además, en estos últimos, 
se han encontrado con posterioridad multitud de genes parálogos a los inicialmente descritos 
como ortólogos de los descubiertos en invertebrados que, en general, dan lugar a proteínas 
muy similares, pero que se expresan en diferentes tipos y/o estados celulares. Curiosamente, 
en la literatura científica los productos de algunos de estos genes parálogos han sido 
estudiados y son nombrados de forma totalmente independiente, como ocurre con las 
proteínas CRB que describimos a continuación. En otros casos, sin embargo, todos o varios 
de los productos son estudiados y/o nombrados de forma conjunta, como ocurre con las 
proteínas PAR3 (PAR3A, PAR3B), PAR6 (PAR6A-D) o aPKC/s (aPKCλ/ι, aPKCζ), quizás 
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debido a que los genes parálogos han sido descubiertos recientemente, y también a que en 
muchos casos no se han encontrado diferencias en la función de estos productos. Esto 
último dificulta en gran medida la extracción de conclusiones sobre su función, ya que esta 
no solo depende del contexto experimental, sino de la isoforma que interviene en cada 
proceso. En cualquier caso, a continuación tendremos en cuenta la corriente general seguida 
hasta ahora por la comunidad científica a la hora de nombrar estas proteínas, basándonos 
en los estudios que se han realizado hasta el momento en modelos similares al que 
empleamos en el nuestro. 
2.1 El complejo Scrib 
El complejo Scrib está compuesto por las proteínas citoplasmáticas SCRIB (Scribble 
homolog), DLG (Disks large homolog) y LGL (Lethal Giant Larvae homolog). La mayor 
parte de los estudios sobre estas proteínas han sido realizados en D. melanogaster, y a pesar de 
que las tres actúan en una ruta común, las interacciones directas entre ellas no han sido aún 
muy estudiadas. En células epiteliales, el complejo Scrib regula la formación de las uniones 
celulares y determina la zona basolateral mediante la exclusión de los componentes 
Tabla 1. Tabla donde se indican los diferentes homólogos (ortólogos y parálogos) de los distintos 
genes de los tres complejos de polarización en D. melanogaster, C. elegans, y mamíferos, incluido el 
humano, así como los nombres alternativos, su localización cromosómica en el genoma humano, el número 
de isoformas previstas mediante splicing alternativo y su peso molecular estimado en kDa. Modificado de56 
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apicolaterales de esta54, 57. Los estudios realizados en células de mamíferos se han centrado 
sobre todo en su papel como supresores tumorales, ya que la disminución de su expresión 
está ligada a la progresión de tumores58. 
2.1.1 SCRIB 
SCRIB, también conocida como Scribble en D.melanogaster y hScrib o Vartul en 
mamíferos (Tabla 1), es una proteína de andamiaje de la familia LAP (LRR and PDZ)59, 
compuesta por dieciséis LRR (Leucine-Reach Repeats), mediante las cuales se une a la 
proteína de polaridad LGL260, dos dominios LAPSD (LAP-specific domain) y cuatro 
dominios PDZ (PSD-95, Dlg y ZO-1), dos de ellos de unión a ZO-256, 61 (Esquema 3). En 
las células epiteliales Scrib es reclutada a las uniones adherentes mediante E-cadherina, 
siendo necesaria para la correcta formación de estas estructuras62, 63. Es además considerada 
un supresor tumoral, ya que la disminución de los niveles de la proteína en distintos tipos 
epiteliales están relacionados con la aparición de tumores64, 65, 66, 67. 
2.1.2 DLG  
Las proteínas DLG son miembros de la familia MAGUK (membrane associated 
guanylate kinase), un grupo de proteínas que comparten una estructura básica compuesta 
por entre uno y tres dominios PDZ, un dominio SH3 (Src homology 3) y un dominio GUK 
(guanylate kinase), y que, a su vez, se divide en cuatro subfamilias clasificadas según la 
similitud de sus dominios68 (Esquema 3). La subfamilia Dlg consta de cuatro genes, 
ortólogos del gen Dlg de D.melanogaster, que codifican para las proteínas DLG1-458 (Tabla 
1). Interaccionan con la proteína LGL en su estado fosforilado69 y también con los 
supresores tumorales APC70 y PTEN71, siendo también considerada un supresor tumoral. 
2.1.3 LGL 
En mamíferos existen dos genes ortólogos del gen Dlgl de D.melanogaster que codifican 
para las proteínas LGL1-2 también conocidas como L2GL(1-2) (Tabla 1). Están formadas 
por varios dominios WD40, cinco en el caso de LGL2 y seis en el de LGL156 (Esquema 3). 
En las primeras fases de la polarización, LGL se encuentra desfosforilada formando un 
complejo con PAR6-aPKC, e impidiendo la unión de estas dos proteínas con PAR372. En 
etapas posteriores es fosforilada por aPKC lo que provoca su localización en la zona basal 
donde se une al complejo SCRIB-DLG69, 73, 74. LGL es considerada un supresor tumoral, ya 
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que la alteración de sus niveles de expresión favorece la aparición y progresión de tumores75, 
76. 
2.2 El complejo Par 
Las proteínas del complejo Par están muy conservadas en la evolución, desde 
invertebrados a mamíferos, y se expresan en numerosos tejidos y tipos celulares56. En las 
células epiteliales es imprescindible para la determinación de la zona apical de la célula77, 78, 
siendo necesario para el establecimiento y maduración de las uniones ocluyentes79, 80, 81. 
Todas las proteínas del complejo son proteínas citoplasmáticas, y mantienen una relación 
interdependiente para su integración en las uniones celulares, donde desarrollan su función82, 
83, 84. Aunque el complejo es dinámico y se han descrito numerosas proteínas capaces de 
interaccionar con él, normalmente se asocia con las proteínas PAR3 (Partitioning defective 
3 homolog), PAR6 (Partitioning defective 6 homolog) y aPKC (atypical Protein Kinase C)85.  
2.2.1 PAR3 
También conocida como Bazooka en D. melanogaster y PARD3 y ASIP en mamíferos, 
aunque estos últimos poseen dos genes parálogos Par3a y Par3b de los que resultan diferentes 
proteínas por splicing alternativo con pesos moleculares que van desde 100 a 180 kDa83, 86 
(Tabla 1). Son proteínas de andamiaje compuestas por tres dominios PDZ (PSD95/Discs 
Large/ZO-1), uno de ellos de unión a PAR686 JAM28 y Nectina87 y diferentes dominios de 
unión a otras proteínas, entre las que se encuentra aPKC84, aunque PAR3B ha perdido esta 
capacidad83, 88, Tiam189 y la propia PAR380(Esquema 4). Se ha comprobado que PAR3 es 
Esquema 3. Diseño esquemático de la estructura primaria de las proteínas del complejo Scrib (en 
marrón): SCRIB, DLG y LGL, en las que se indican sus dominios funcionales descritos (en azul) y algunas 
de sus principales proteínas de unión (en rojo). 
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imprescindible para la formación y el mantenimiento de las uniones ocluyentes mediante el 
reclutamiento del resto de proteínas del complejo a las mismas80. Todas las proteínas PAR3 
se localizan en las uniones celulares83, 84; en un primer momento, durante la fase de 
crecimiento de las uniones adherentes gracias a su interacción con Nectina87 y JAM28, 90, 
durante la maduración de estas gracias a su autoagregación80 y, una vez establecidas las 
uniones ocluyentes por la interacción con otras proteínas de estas uniones91. 
2.2.2 PAR6 
También conocida como DmPar6 en D. melanogaster y PARD6 en mamíferos, aunque 
estos últimos poseen cuatro genes parálogos que codifican para las proteínas PAR6(A-C)79, 
92 (Tabla 1). Son proteínas de andamiaje de 37 kDa compuestas por los dominios PB1 
(Phox/Bem 1), de unión a aPKC86, PATJ y MUPP193, semi-CRIB (Cdc42/Rac interactive 
binding), capaz de unirse a Cdc42/Rac1-GTP86, 92 y PDZ, de unión a PAR3A86,CRB394, 
PALS191, 95 y LGL74(Esquema 4). Aunque su función general es poner en contacto a 
Cdc42/Rac1-GTP y aPKC con PAR379, 86, LGL74 o Crumbs96 para su fosforilación, las 
distintas isoformas se diferencian por su capacidad de unión a estas proteínas y por su 
localización subcelular, lo que hace que cada una de ellas tenga un papel diferente en 
distintos momentos del proceso de polarización82. Se ha encontrado relacionada con la 
aparición de tumores en humanos, ya que regula también la proliferación en células 
epiteliales97, 98. 
2.2.3 aPKC 
También conocida como PKC-3 en C. elegans y DmaPkc en D. melanogaster, los mamíferos 
poseen dos genes parálogos que codifican para las proteínas aPKCλ/ι y aPKCζ (Tabla 1), 
que, a diferencia de las PKC clásicas y las nuevas no necesitan Ca2+ ni fosfolípidos para ser 
activadas99. Ambas tienen un peso molecular de 75 kDa y están compuestas por un dominio 
PB1 de unión a PAR3 y PAR6, y un dominio catalítico con actividad Serina/Treonina kinasa 
capaz de fosforilar a las proteínas PAR386, 100, PAR6101, LGL74 y Crumbs96(Esquema 4). Es 
la única proteína de los tres complejos de polaridad con actividad catalítica conocida, que es 
imprescindible para la formación de las uniones celulares81, y que está regulada por la 
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presencia en el complejo de las proteínas Cdc42 o Rac1 activas, es decir, unidas a GTP, algo 
que generalmente ocurre junto a la membrana plasmática102, 103. 
2.2.4 Otras proteínas de unión al complejo: Cdc42 y Rac1 
Se han descubierto numerosas proteínas capaces de interaccionar con las tres proteínas 
del complejo Par en diferentes contextos56. Unas de ellas son las proteínas Ccd42 y Rac1, 
que en numerosos artículos las consideran un cuarto miembro del complejo, ya que son 
imprescindibles para regular la actividad de la aPKC, y por tanto la del complejo. Estas 
proteínas, con un peso molecular de entre 20 y 30 kDa, forman parte de las GTPasas 
pequeñas de la familia de Rho, y actúan como interruptores moleculares alternando entre 
una forma inactiva, cuando están unidas a GDP, y una forma activa, unidas a GTP. 
Intervienen en multitud de procesos celulares como en la organización del citoesqueleto, en 
la regulación del tráfico intracelular, en la regulación transcripcional, en el control del 
crecimiento celular y en el desarrollo 104, 105, 106. La unión al complejo Par ocurre a través del 
domino semi-CRIB de la proteína PAR6 solo cuando se encuentran en su forma activa79, 107, 
unida a GTP, lo que aumenta la afinidad de PAR6 por sus ligandos del domino PDZ108. En 
las uniones celulares de las células epiteliales existe un reservorio de estas proteínas en su 
estado activo109, siendo capaces de favorecer la unión de PAR6 con sus ligandos a la vez que 
activa a la aPKC en este dominio celular. 
Esquema 4. Diseño esquemático de la estructura primaria de las proteínas del complejo Par (en 
marrón): PAR3, PAR6 y aPKC, en las que se indican sus dominios funcionales descritos (en azul) y algunas 
de sus principales proteínas de unión (en rojo). 
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2.3 El complejo Crb 
Los miembros del complejo Crb son proteínas evolutivamente muy conservadas en el 
reino animal, desde esponjas a mamíferos110, 111. En las células epiteliales el complejo Crb 
regula el establecimiento y mantenimiento de las uniones celulares, determinando la zona 
apical de la célula110, 112. En este tipo celular se integra en las uniones celulares, donde 
interactúa con diferentes proteínas, incluidas las del complejo Par, aunque se considera que 
el complejo está formado por las proteínas CRB (Crumbs homolog), PALS1 (Protein 
Associated with Lin-7) y PATJ (Pals1-associated tight junction protein). 
2.3.1 CRB 
En D. melanogaster existe un solo gen que codifica para la proteína Crumbs49, sin embargo 
los mamíferos tienen tres genes parálogos que codifican para las proteínas CRB1113, CRB2114, 
115 y CRB3114, 116 (Tabla 1). Todas son proteínas transmembrana de un solo paso que 
contienen tres dominios funcionales: uno intracelular, transmembrana y otro extracelular110 
(Esquema 5), aunque los genes Crb1 y Crb2 podrían generar también proteínas secretables 
sin el dominio intracelular113, 115, 117. 
Dominios funcionales 
El dominio intracelular une a las proteínas CRB con el resto de miembros del complejo, 
y parece ser necesario y suficiente para el establecimiento y mantenimiento de las uniones 
celulares118. Este dominio contiene un sitio FDB (FERM (band 4.1-ezrin-radixin-moesin) 
domain binding), al que se unen las proteínas EHM2, EPB41L5119, 120 y Expanded121 y un 
sitio PDB (PDZ domain binding) en el extremo C-terminal, al que son capaces de unirse las 
proteínas PALS152, 116 y PAR694, y que termina en una secuencia aminoacídica muy 
conservada en todas las proteínas CRB, la secuencia formada por loas aminoácidos “ERLI”. 
Sin embargo, por medio de splicing alternativo del gen Crb3 se pueden generar tanto la 
proteína CRB3A, terminada en la secuencia ERLI, como una isoforma diferente llamada 
CRB3B, cuya secuencia aminoacídica en el extremo C-terminal corresponde a los 
aminoácidos CLPI, que media la unión a importina β-1122. Las dos isoformas de CRB3 tienen 
además un sitio de unión a SH3 (Src homology type 3) rico en prolinas entre los sitios FDB 
y PDB, que no se encuentran en CRB1 ni en CRB2123, y cuya función y proteínas con las 
que puede interactuar aún se desconoce94, 123. 
El dominio transmembrana ancla la proteína y al resto del complejo a la membrana 
plasmática, lo que las convierte en las únicas proteínas de los tres complejos de polaridad 
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con esta propiedad, y es capaz de inhibir funcionalmente al complejo gamma-secretasa124, 125, 
encargado del procesamiento postraduccional de numerosas proteínas transmembrana126. 
El dominio extracelular, que puede ser glicosilado, está compuesto por numerosas 
repeticiones EGF-like y Laminina A/G, aunque CRB3 lo ha perdido casi en su totalidad116, 
127. Este dominio favorece la adhesión entre células mediante la formación de homodímeros 
de las proteínas CRB de células vecinas, al menos en D. melanogaster y en pez zebra (Danio 
rerio)128, 129. Es capaz también de inhibir la señalización de la proteína Notch, probablemente 
mediante la interacción directa entre ambas, y posteriormente evitando su procesamiento 
por el complejo gamma-secretasa gracias al dominio transmembrana124. 
Expresión 
Las isoformas CRB tienen una expresión dependiente de tejido encontrándose, 
generalmente, en tipos celulares epiteliales y sus derivados. CRB1 es la que tiene una 
expresión más restringida, expresándose principalmente en cerebro y retina113, CRB2 se 
expresa principalmente en cerebro, retina y riñón130, y CRB3 es la más ampliamente 
distribuida, expresándose en prácticamente todos los tipos celulares epiteliales y sus 
derivados, incluida la retina94, 110. 
Función 
La función de las proteínas CRB no ha sido igualmente abordada para todas ellas. La 
mayoría de los estudios han sido realizados inicialmente sobre la proteína Crumbs de D. 
melanogaster, donde es esencial para el mantenimiento de la polaridad apicobasal de las células 
epiteliales mediante la regulación de la formación de las uniones celulares y el desarrollo de 
su zona apical49, 131, y también en la regulación del desarrollo y tamaño de varios órganos de 
la mosca132, 133. Posteriormente se ha comprobado que en mamíferos las diferentes isoformas 
CRB regulan procesos similares con cada uno de sus dominios de forma más o menos 
independiente; la polaridad celular está regulada por el sitio PDB al que se anclan el resto de 
miembros del complejo134, y la regulación del crecimiento y tamaño tisular está regulada 
mediante la modulación de las rutas de señalización Hippo, por medio del sitio FDB121, 132, 
135, 136 y Notch, por los dominios transmembrana y extracelular124, 133. 
CRB1 
A pesar de la gran similitud entre Crumbs y CRB1, aún se desconoce el mecanismo 
molecular por el que CRB1 actúa en las células de mamífero, aunque se sabe de su 
importancia debido a que mutaciones en el gen Crb1 producen dos tipos de ceguera 




En cuanto a CRB2, su estructura es muy similar la de CRB1, y se sabe que es esencial 
para el correcto desarrollo embrionario138, habiéndose identificado mutaciones en el gen 
Crb2 que causan diferentes síndromes prenatales en humanos139, para la diferenciación 
neuronal140 y para el mantenimiento de la homeostasis de la retina141, 142, pero los mecanismos 
moleculares por los que actúa son también desconocidos.  
CRB3 
CRB3 es la proteína más estudiada de las tres isoformas CRB y la más diferente, ya que 
carece casi por completo del dominio extracelular. Es necesaria para el correcto desarrollo 
del embrión, ya que los ratones CRB3-KO mueren a los pocos minutos de nacer debido a 
estrés respiratorio143, 144. En células epiteliales, la isoforma CRB3A es imprescindible para el 
establecimiento de la polaridad celular y la formación de uniones ocluyentes94, 123, 145, 146, y la 
isoforma CRB3B regula los procesos de división celular y ciliogénesis122, 147. Además, 
interviene en la inhibición de la división celular por contacto mediante la regulación de la 
ruta de señalización Hippo148, 149, por lo que no resulta extraño que deficiencias en CRB3 
estén relacionadas con la aparición de tumores150, 151. 
2.3.1 PALS1 
Miembro de la familia MAGUK, también conocida como MPP5 (MAGUK p55 
subfamily member 5) en mamíferos y como Stardust en D. melanogaster (Tabla 1), PALS1 
está compuesta por un dominio U1 (uknown 1) de unión a PAR691, 95, dos dominios L27, el 
primero de unión a las proteínas del complejo Crb: PATJ y MUPP152, 152, y el segundo a 
Lin7153; un dominio PDZ de unión a las proteínas CRB52, 116 que es reforzada con dominios 
SH3, HOOK, al que también se une la proteína EPB41L5120, y GUK154 (Esquema 5). 
PALS1 es esencial para el establecimiento de la polaridad apicobasal en diferentes tipos 
celulares155, 156, 157 y para la formación de las uniones celulares en células epiteliales mediante 
el reclutamiento de PAR6-aPKC y CRB a este tipo de uniones95, 158. 
2.3.2 PATJ 
En D.melanogaster existe un gen que codifica para la proteína dPatj, también conocida 
como Dlt (Disc lost), que es ortólogo de dos genes de mamíferos que codifican para las 
proteínas PATJ, también conocida como hINADL en humanos51, 53, y MUPP1 (multi-PDZ 
domain protein-1)159 (Tabla 1). Estas son proteínas de andamiaje con un dominio L27 de 
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unión a PALS152 y múltiples dominios PDZ (diez en el caso de PATJ y trece de MUPP1) de 
unión a diferentes proteínas, muchas de ellas componentes de las uniones ocluyentes como 
Claudina, JAM, PAR6 y ZO-3, y también a Nectina56, 93 (Esquema 5). Ambas isoformas 
compiten por la unión a PALS1, pero solo PATJ parece ser necesaria para la formación y el 
mantenimiento de las uniones ocluyentes152, 160, siendo imprescindible para la localización de 
PALS1 en este tipo de uniones y para la posterior formación del complejo Crb93. 
Un gran número de estudios sobre las características y funciones de las proteínas del 
complejo CRB han sido realizados en la retina del ratón. En este tejido se encuentran 
expresados todos los miembros del complejo y la mayoría de sus isoformas hasta ahora 
descritas, siendo fundamentales para su formación y para el mantenimiento de la 
homeostasis de la misma. 
3. La retina de mamíferos 
La retina es un órgano de vertebrados situado en la parte posterior del ojo encargado de 
la percepción y transformación de las señales luminosas en potenciales de acción, que son 
dirigidos al cerebro a través del nervio óptico para su procesamiento e interpretación. Es 
una estructura laminada compuesta por una parte neural, formada por neuronas y células 
gliales y una parte no neural formada por las células del epitelio pigmentario161, 162. De esta 
manera, en la retina podemos diferenciar las siguientes capas y tipos celulares desde la zona 
más escleral o posterior hacia la zona más vitreal o anterior (Esquema 6): 
Esquema 5. Diseño esquemático de la estructura primaria de las proteínas del complejo Crb (en 
marrón): CRB1-3, PALS1 y PATJ, en las que se indican sus dominios funcionales descritos (en azul) y 
algunas de sus principales proteínas de unión (en rojo). TM: transmembrana 
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3.1 El epitelio pigmentario  
Es una monocapa de células 
epiteliales que recubre la parte 
posterior o escleral de la retina y que 
actúa como soporte físico, trófico y 
metabólico de los fotorreceptores, 
siendo imprescindible para el 
mantenimiento de la homeostasis de 
la retina neural. Las células de epitelio 
pigmentario están altamente 
polarizadas, encontrándose su lado 
apical, repleto de microvellosidades, 
en contacto con los segmentos 
externos de los fotorreceptores, y 
quedando entre ambos el conocido 
como espacio subretinal; y su lado 
basal en contacto con la membrana 
de Bruch, formada por la membrana 
basal del propio epitelio pigmentario 
y la membrana basal de las células 
endoteliales que se encuentran en el 
tejido conectivo adyacente llamado 
coroides163. Las funciones que desempeña el epitelio pigmentario dentro de la retina son las 
siguientes:  
- Absorción del exceso de luz que atraviesa la retina gracias a los gránulos de melanina 
que contienen estas células y que les proporcionan pigmentación. 
- Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores y reciclaje de los 
pigmentos fotosensibles. 
- Secreción de factores tróficos imprescindibles para el mantenimiento de los 
fotorreceptores y de la coroides. 
- Formación de la barrera hematorretiniana mediante el cierre del transporte 
paracelular de grandes moléculas a través del epitelio. 
Esquema 6. Diseño 
esquemático donde se 
resaltan los diferentes 
tipos celulares generales 
que forman la retina de 
mamíferos. Desde la zona 
escleral (margen superior) a 
la vitreal (margen inferior) 
encontramos señalados las 
siguientes capas y tipos 
celulares: EP- Epitelio 
Pigmentario, E- Célula de 
epitelio pigmentario, SEF- 
Segmentos externos de los 
fotorreceptores, SIF- 
Segmentos internos de los 
fotorreceptores, MLE- 
Membrana limitante 
externa, CNE- Capa 
nuclear externa, C- Cono, 
B- Bastón, CPE- Capa 
plexiforme externa, H- 
Célula horizontal, CNI- 
Capa nuclear interna, Bi- 
Célula bipolar, Mü- Célula 
de Müller, I- Célula 
interplexioforme, A- Célula 
amacrina, CPI- Capa 
plexiforme interna, M- 
Célula microglial, CCG- 
Capa de las células 






- Mantenimiento del equilibrio iónico y metabólico de los fotorreceptores gracias al 
transporte transcelular de moléculas e iones entre la retina neural y la sangre. 
3.2 La retina neural 
La retina neural está compuesta por tres tipos celulares: neuronas, células gliales y células 
endoteliales, que ocupan posiciones y desarrollan funciones diferentes dentro de la retina. 
Entre estos tipos encontramos: 
3.2.1 Fotorreceptores 
Son células fotosensibles capaces de transformar las señales luminosas en impulsos 
nerviosos164. Se encuentran altamente polarizadas, presentando hacia su lado apical el 
segmento externo, donde se encuentran los pigmentos fotosensibles en unas estructuras 
formadas por apilamiento de membranas llamadas discos, y que está en contacto con las 
células de epitelio pigmentario. A continuación, hacia la zona basal, se encuentra el segmento 
interno, donde están la mayor parte de los orgánulos celulares encargados de la síntesis de 
proteínas y lípidos, así como las mitocondrias. Ambos segmentos están conectados mediante 
un cilio primario a través del cual se transportan las moléculas que viajan desde el segmento 
interno al externo y viceversa. A continuación se encuentra el cuerpo celular, donde está el 
núcleo del fotorreceptor, en la zona de la retina conocida como capa nuclear externa. En la 
zona más basal se encuentra el pie del fotorreceptor, el lugar donde se produce la sinapsis 
con neuronas de segundo orden en la conocida como capa plexiforme externa de la retina. 
La absorción de luz por parte de los pigmentos fotosensibles produce la hiperpolarización 
del fotorreceptor y la detención de la liberación de glutamato por su terminal sináptico, lo 
que impide la excitación de las neuronas de segundo órden. En la retina de vertebrados 
existen, al menos, dos tipos distintos de fotorreceptores, los conos y los bastones, que se 
diferencian morfológica y bioquímicamente para la captación de diferentes longitudes de 
onda de la luz5.  
3.2.2. Neuronas de segundo orden 
En contacto sináptico con los fotorreceptores encontramos: las células bipolares, que 
tienen su cuerpo celular en la capa nuclear interna y que a su vez hacen contacto y transmiten 
el impulso nervioso a las células ganglionares y amacrinas en la capa plexiforme interna165; y 
las células horizontales, que tiene su soma en la capa nuclear interna y que modulan la 
actividad de los fotorreceptores166. Las células interplexiformes tienen su cuerpo celular en 
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la capa nuclear interna y regulan la transmisión del impulso nervioso entre las dos capas 
plexiformes. Las células amacrinas tienen su cuerpo celular en la capa nuclear interna y 
establecen sinapsis con las células ganglionares en la capa plexiforme interna regulando la 
actividad de estas167. Las células ganglionares tienen el soma en la capa de células 
ganglionares y envían sus axones conjuntamente empaquetados en una capa de fibras que 
forma el nervio óptico, y que proyecta a centros superiores del sistema nervioso central168. 
3.2.3 Células de la glía 
Junto a los distintos tipos neuronales se encuentran tres tipos diferentes de células gliales 
que, de forma general, actúan como soporte físico, metabólico y protector de la actividad de 
las neuronas, manteniendo la homeostasis de la retina.  
Uno de ellos son las células de Müller, que conforman la guía radial de la retina y actúan 
como soporte físico, trófico y metabólico de la retina neural. Su cuerpo celular se localiza en 
la capa nuclear interna, y extienden prolongaciones hasta los segmentos internos de los 
fotorreceptores, con los que se unen mediante uniones adherentes formando la denominada 
membrana limitante externa, y mediante proteínas generalmente presentes en las uniones 
ocluyentes formando la denominada región subapical de la membrana limitante externa, y 
hasta la capa de células ganglionares, formando la membrana limitante interna en la zona 
más vitreal de la retina169. Existe un segundo tipo de célula glial que son los astrocitos, que 
en la retina se localizan de forma casi exclusiva en la capa de fibras del nervio óptico, y 
actúan como soporte físico, trófico y metabólico de la zona vitreal de la retina170. 
El tercer tipo son las células de la microglía, que son células del sistema inmune que 
constituyen la población de macrófagos residentes en el sistema nervioso171. Aunque su 
origen embrionario es aún controvertido, según la hipótesis más aceptada migran a la retina 
desde los vasos sanguíneos durante el desarrollo de esta y se distribuyen por la capa de 
células ganglionares y las capas plexiformes durante la etapa adulta, manteniéndose la 
población generalmente estable172, 173. Ejercen un papel fundamental en el mantenimiento de 
la homeostasis de la retina mediante la limpieza de desechos metabólicos, la remodelación 
sináptica, la liberación de factores tróficos y la protección ante el daño físicoquímico o 
biológico172. Fenotípicamente se distinguen dos tipos principales de células microgliales, 
aunque se han descrito numerosos estadios intermedios, que desempeñan diferentes 
funciones dependiendo del estado general de la retina. Así, en un estado fisiológico normal, 
las células microgliales se encuentran en estado no fagocítico, quiescente o en reposo, y 
presentan una forma ramificada con numerosos procesos, actuando como sensor del estado 
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fisiológico de la retina. Al detectar un daño, estas células pasan a un estado activado 
fagocítico o reactivo con una forma ameboide, que es capaz de migrar a las zonas dañadas 
de la retina y donde puede desempeñar una actividad citotóxica o neuroprotectora, 
dependiendo del tipo de daño que encuentre174. 
3.2.4 Células endoteliales 
La retina es un tejido vascularizado por tres redes interconectadas de vasos sanguíneos 
localizadas en la capa de fibras del nervio óptico y las dos capas plexiformes, así como por 
la red de vasos sanguíneos situada en la coroides que está en contacto con la zona basal del 
epitelio pigmentario. Su desarrollo se produce gracias a la señalización que ejercen los 
diferentes tipos celulares de la retina y su estado, dinámico, cambia conjuntamente con el de 
la retina175. 
4. Los complejos de polaridad en la retina 
En la retina existen varios tipos celulares con una marcada polarización apicobasal, por 
eso no es de extrañar que las proteínas de los complejos de polaridad se expresen en estas 
células y en aquellas regiones donde, además, se establecen uniones celulares estables176, 177, 
178. Sin embargo, la abundancia de estudios sobre estas proteínas en la retina es muy desigual, 
conociéndose mucho mejor la expresión y función del complejo Crb respecto a los otros 
dos complejos de polaridad. 
Las proteínas del complejo Scrib se expresan principalmente en neuronas de varias capas 
de la retina, coincidiendo las tres en la capa plexiforme externa, en los segmentos internos 
de los fotorreceptores y también en el epitelio pigmentario176, 179, pero se desconoce aún su 
papel en estos tejidos. 
Las tres proteínas del complejo PAR, así como Cdc42 y Rac1, se localizan en la 
membrana limitante externa de la retina neural y en las uniones celulares del epitelio 
pigmentario, siendo necesarias durante el desarrollo embrionario para la correcta formación 
de la retina180, 181 107, 141, 182, 183. 
Todos los miembros del complejo Crb se localizan en la región subapical de la 
membrana limitante externa184. La proteína CRB3 se ha detectado además en el cilio de 
conexión y en los pies sinápticos de los fotorreceptores, así como en las sinapsis de las células 
bipolares y amacrinas185. En el epitelio pigmentario se ha detectado la expresión de PALS1157, 
PATJ184, MPP1186 y EPB41L5120, y el RNA mensajero (mRNA) de CRB2130, pero hasta el 
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momento no se había descrito la expresión de ninguna de las proteínas CRB. Desde que en 
1999 den Hollander y colaboradores descubrieron que mutaciones en el gen CRB1 eran 
causantes de dos tipos de degeneración retiniana en humanos llamadas retinosis 
pigmentaria113 y amaurosis congénita de Leber137, numerosos estudios han corroborado la 
importancia de las proteínas CRB1, CRB2 y PALS1 para el correcto desarrollo y el 
mantenimiento de la homeostasis de la retina neural del ratón 130, 141, 142, 157, 178, 184, 187, 188, 189, 190, 
191, aunque aún se desconoce el papel de CRB3 y PATJ en este tejido, así como la del 
conjunto de proteínas del complejo en el epitelio pigmentario192. 
5. Enfermedades degenerativas de la retina 
Las enfermedades degenerativas de la retina son el tipo de neurodegeneración con mayor 
prevalencia en el mundo, y suponen una de las dolencias más extendidas entre las personas 
de edad avanzada193. En ellas, de forma general, se produce la degeneración de los 
fotorreceptores, que comienza con la desorganización de sus sinapsis y con la formación de 
nuevos contactos, produciéndose a menudo la deslocalización de la rodopsina194. 
Conjuntamente, las células de la microglía se activan y acuden al lugar del daño, donde 
comienzan a secretar factores tróficos. Las células de Müller, por su parte, se vuelven 
reactivas e intentan sellar la zona de daño para reducir así su propagación a otras zonas194. 
Este proceso puede extenderse durante años, pero, paulatinamente, los fotorreceptores 
mueren y en consecuencia se pierde la capacidad visual.  
Existe un gran número de variantes genéticas que afectan al estado de los distintos tipos 
celulares de la retina, incluidas las células de epitelio pigmentario, y que son causantes de 
diferentes tipos de degeneración; pero, aún hoy en día, gran parte de las causas genéticas de 
muchas de ellas se desconocen. Unas de las mutaciones más conocidas son las que afectan 
al gen CRB1, que están directamente relacionados con la aparición de retinosis pigmentaria 
y de amaurosis congénita de Leber en humanos113, 137.  
5.1 Retinosis pigmentaria  
La retinosis pigmentaria es un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas humanas 
en las que se produce la degeneración de los fotorreceptores. Inicialmente se produce la 
pérdida de bastones y posteriormente la de conos, además de alteraciones en el epitelio 
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pigmentario y en las células 
de la glía195. Los primeros 
síntomas suelen aparecer 
durante la adolescencia, con 
dificultad en la visión 
nocturna y pérdida del 
campo visual periférico. Su 
prevalencia en la población 
es de 1/4000 personas y 
generalmente son de origen 
monogénico. Hasta el 
momento se han 
identificado 45 genes cuyas 
mutaciones causan esta 
enfermedad, aunque en el 
30-50 % de los casos se 
desconoce la causa genética 
de la enfermedad196 
(Esquema 7).  
 
5.2 Amaurosis congénita de Leber 
La amaurosis congénita de Leber es un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas 
humanas en las que se produce una pérdida de la visión desde las primeras semanas de vida, 
además de nistagmo sensorial, pupilas 
amauróticas y ausencia de señal en el 
electrorretinograma. Su incidencia en la 
población es de 1/30 000 personas, y hasta 
la fecha se han identificado mutaciones en 
20 genes que causan esta enfermedad, 
aunque en alrededor del 30 % de los casos 
la causa genética es aún desconocida197 
(Esquema 8). 
Esquema 8. Diagrama de sectores en los que se 
representa, en porcentajes, la prevalencia en la 
población de mutaciones en diferentes genes 
causantes de amaurosis congénita de Leber. 
Modificado de197 
Esquema 7. Diagramas de sectores en los que se representan, en 
porcentajes, la prevalencia en la población de mutaciones en 
diferentes genes causantes de retinosis pigmentaria, dividido 
entre causas autosómicas recesivas (A), autosómicas dominantes (B) y 
ligadas al cromosoma X (C). Modificado de196 
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5.3 Degeneración macular asociada a la edad 
La degeneración macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad degenerativa 
de la retina en la que se produce una pérdida de la visión central durante la edad adulta. 
Tiene una prevalencia de alrededor del 2% en personas mayores de 40 años y del 25% en 
mayores de 80 años. Existen dos tipos diferentes de curso de la enfermedad: una llamada 
DMAE seca, que es la de mayor prevalencia, en la que se forman unos depósitos 
extracelulares heterogéneos en la membrana de Bruch que dañan a las células de epitelio 
pigmentario, y otra llamada DMAE húmeda, que afecta solo al 10% de los pacientes con 
esta patología, en la que se da un crecimiento de vasos sanguíneos desde la coroides que 
atraviesan la capa de epitelio pigmentario. En ambos tipos de DMAE acaba produciéndose 
la muerte de los fotorreceptores, en gran medida debido al daño producido en el epitelio 
pigmentario, pero mientras que la DMAE seca es de curso lento, la DMAE húmeda, que 
suele suceder a la seca, tiene un curso mucho más rápido. La causa de esta enfermedad es 
aún desconocida, aunque existen factores de riesgo como la edad, el consumo de tabaco o 
el tipo de dieta, que aumentan las probabilidades de padecerla198.
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Justificación, hipótesis y objetivos 
La polaridad apicobasal se establece por la acción conjunta de tres complejos proteicos 
llamados: Scrib, que define la zona basal de la célula, Par y Crb, que definen la zona apical56. 
El complejo Crb está compuesto por las proteínas PALS1, PATJ y alguna de las proteínas 
de la familia CRB: CRB1, CRB2 y CRB3. Estas isoformas presentan una expresión 
dependiente de tejido, de modo que, mientras que la expresión de CRB1 parece restringirse 
a la retina neural y el cerebro, CRB2 y CRB3 se expresan en numerosos tejidos epiteliales y 
sus derivados, incluida también la retina56. Las tres isoformas son fundamentales para el 
correcto desarrollo de las funciones de estos tejidos, por lo que, por ejemplo, deficiencias 
en CRB3 están implicadas en la aparición de tumores epiteliales150, 151, mutaciones en el gen 
CRB1 en humanos son causantes de dos tipos de degeneraciones congénitas de la retina 
llamadas retinosis pigmentaria y amaurosis congénita de Leber113, 137, y la falta de CRB2 causa 
malformaciones durante el desarrollo embrionario y retinopatías en ratones138, 141.  
Hoy en día, se desconoce la causa de alrededor de un 30% de los casos de enfermedades 
degenerativas congénitas de la retina, así como algunas adquiridas como la degeneración 
macular asociada a la edad, pero que, en muchas ocasiones, se originan por una disfunción 
del epitelio pigmentario196, 197.  
El epitelio pigmentario es una monocapa de células epiteliales que se encuentra en íntimo 
contacto con los fotorreceptores, y que es imprescindible para el mantenimiento de la 
homeostasis de la retina. La mayoría de las funciones las lleva a cabo gracias a procesos 
determinados por la polarización apicobasal de las células epiteliales que lo componen. Hasta 
la fecha, diversos miembros de los tres complejos de polaridad han sido detectados en el 
epitelio pigmentario157, 176, 179, 180, 181, 184, con excepción de las proteínas de la familia CRB, de 
las que solo se ha detectado la expresión del mRNA de CRB2130, pero no la proteína. Ello 
podría deberse a las características de los anticuerpos utilizados, a los procedimientos 
seguidos para su inmunodetección o a ambos, por lo que, hasta la fecha, se desconoce si 
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Con estos datos previos planteamos la siguiente hipótesis: 
 
La proteína CRB2 se expresa en el epitelio pigmentario de la retina, siendo fundamental 
para el desarrollo de su polaridad apicobasal y, por lo tanto, del fenotipo epitelial; su defecto, 
en consecuencia, causa alteraciones en el funcionamiento normal del mismo. 
 
Para comprobar esta hipótesis hemos fijado los siguientes objetivos: 
 
1- Estudiar la expresión y localización de CRB2 en el epitelio pigmentario maduro. 
2- Caracterizar la expresión y localización de CRB2 durante el proceso de polarización 
y diferenciación de las células de epitelio pigmentario. 
3- Analizar el papel de CRB2 durante el proceso de polarización y diferenciación de las 
células de epitelio pigmentario. 
4- Estudiar el papel de CRB2 en el epitelio pigmentario in vivo.
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Materiales y Métodos 
1. Animales de experimentación 
En este trabajo se han utilizado ratones (Mus musculus) de la estirpe C57BL/6J, con 
edades comprendidas entre los 21 días postnatales los 3 meses de edad. El mantenimiento y 
manejo de los animales ha sido realizado conforme a las normativas europea, 2010/63/UE, 
y española, RD 53/2013, vigentes. La eutanasia de los animales se ha realizado mediante la 
administración de CO2. 
2. Cultivos celulares 
2.1 Clonetics™ Human RPE (ChRPE) cells 
En este trabajo hemos empleado células de epitelio pigmentario humano (Clonetics™ 
Human RPE cells, LONZA), a las que hemos denominado ChRPE, en su cuarto pase. Para 
su cultivo se sembraron alrededor de 50 000 células/cm2 en cestas Transwell® con una 
membrana de polyester y un tamaño de poro de 4 µm (Costar®). Han sido mantenidas en 
medio de cultivo RtEBM™ - Retinal Pigment Epithelial Cell Basal Medium (LONZA) 
complementado con L-Glutamina (4 mM), bFGF (5 ng/ml), Gentamicina (30 g/ml), 
Anfotericina (15 ng/ml) y 2 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS) durante los tres primeros 
días y sin FBS en adelante. El medio se ha cambiado cada tres o cuatro días hasta la 
finalización del cultivo. 
2.2 Human embryonic kidney (HEK) 293 y HEK293FT 
Se han empleado líneas celulares derivadas de células embrionarias de riñón humano 
HEK 293 (ATCC®), que han sido cultivadas en placas Petri Nunc™ (ThermoFisher 
Scientific) y mantenidas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (ThermoFisher 
Scientific) suplementado con 10 % de FBS inactivado por calor (Sigma-Aldrich™), 1 % 
MEM Non-Essential Amino Acids (ThermoFisher Scientific), 1 % 
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich™), L-glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich™) y 1 % 
piruvato sódico (Sigma-Aldrich™), y que ha sido cambiado cada dos días. Las células 
HEK293FT (ATCC®) contienen una transfección estable del antígeno T del virus SV40 
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que mejorar la producción de partículas lentivirales en este tipo celular. Además, expresan 
un gen de resistencia a geneticina, por lo se han mantenido con 500 μg/ml del antibiótico 
G-418 (ThermoFisher Scientific) en el medio. 
2.3 Neuro-2A (N2A) 
Se ha empleado la línea celular derivada de neuroblastoma de ratón N2A (ATCC®) que 
ha sido cultivada en placas Petri Nunc™ (ThermoFisher Scientific) y mantenida en DMEM 
(ThermoFisher Scientific) suplementado con 10 % FBS inactivado por calor (Sigma-
Aldrich™), 1 % MEM Non-Essential Amino Acids (ThermoFisher Scientific), 1 % 
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich™) y 1 % piruvato sódico (Sigma-Aldrich™), y 
renovado cada dos días. 
3. Generación y amplificación de plásmidos 
Los plásmidos destinados a producir los shRNAs utilizados para esta tesis doctoral han 
sido generados mediante el inserto de las secuencias indicadas en la Tabla 2, en el vector 
pLVTHM (Addgene) (Esquema 9). A continuación se indica el protocolo común seguido 
para generar cada uno de ellos. 
I. Anillamiento y fosforilación de los oligonucleótidos. 
- Se añaden 5 l de la pareja de oligonucleótidos (100 M) a 40 l de tampón de 
anillamiento (100 mM acetato potásico, 2 mM acetato magnésico y 30 mM HEPES 
pH 7,4) y se incuba 5 minutos (min) a 95 ºC. 
- Se cargan 10 l de los oligonucleótidos anillados en un vial nuevo y se añaden 1,5 l 
de la enzima polinucleótido kinasa (Promega™), 3 l PNK buffer 10X (Promega™), 
3 l de ATP 10 mM (Promega™) y 12,5 l de agua ultrapura.  
- La mezcla se incuba durante 20 min a 37 ºC, y posteriormente a 75 ºC durante 10 
min. 
Tabla 2. Lista de las secuencias de shRNA insertadas en el vector pLVTHM en la que se indica el 
nombre del shRNA (en negrita aquellos utilizados para el estudio tanto in vivo como in vitro de la función de 
CRB2), el origen específico de la secuencia contra la que va dirigido y su secuencia nucleotídica en sentido 
5´-3´, en la que se destaca, en mayúsculas, la secuencia complementaria al mRNA objetivo. 
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II. Corte y desfosforilación del plásmido. 
- El corte del vector se lleva a cabo en una mezcla compuesta por un 10 % de DTT 
(dithiothreitol) 10 mM, 10 % espermidina 30 mM y 10 % de tampón (Tris acético 
330 mM pH 7,5, acetato magnésico 100 mM, acetato potásico 660 mM y 1 mg/ml 
de suero de albumina bovino (BSA) (Sigma-Aldrich®)). El resto, hasta 100 l, 
consiste en: 30 g de DNA, 40 unidades (U) (no deben suponer más del 10 % del 
volumen de la mezcla) de las enzimas ClaI y MluI (ThermoFisher Scientific) y agua 
ultrapura hasta completar el volumen, y se incuba 12 horas (h) a 37 ºC. 
- Para la desfosforilación se añaden 1 U de la enzima fosfatasa FastAP (ThermoFisher 
Scientific) por cada 
g de DNA, a los 
100 l de vector, 40 
l de FastAP buffer 
(ThermoFisher 
Scientific) y 230 l 
de agua (la cantidad 
de enzimas no 
puede suponer más 
del 10 % del 
volumen de la 
mezcla). Se incuba a 
37 ºC durante 30 
min y después a 80 
ºC durante 20 min 
para inactivar la 
enzima. 
III. Purificación de fragmentos. 
El vector y los oligonucleótidos se someten a electroforesis en gel de agarosa 
(Pronadisa®) y los productos se purifican con GenEluteTM Gel extraction Kit (Sigma-
Aldrich®) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 
 
 
Esquema 9. Diseño esquemático de la secuencia del vector 
pLVTHM, en el que se han clonado las diferentes secuencias de 
shRNA, y en el que se indican diferentes regiones de interés del 
mismo, como lugares de lectura o algunos sitios de restricción. 
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IV. Ligación. 
El vector pLVTHM (1 l) y la pareja de oligonucleótidos (5 l) han sido incubados 
durante 48 h a 15 ºC con 5 U (1 l) de la enzima ligasa del bacteriófago T4 (New England 
Biolabs™) en 2 l de tampón T4 buffer 10X (New England Biolabs™) y 11 l de agua 
ultrapura, para producir la ligación de ambos fragmentos. 
V. Amplificación 
Para la obtención de mayores cantidades de todos los plásmidos se han utilizado 
bacterias Escherichia coli competentes de la cepa DH5α. Las bacterias se transformaron 
mediante choque térmico de 90 s a 42 ºC y se cultivaron en medio sólido Luria Broth (LB)-
agar (Para un litro: 10 g Bacto-Triptona (Sigma-Aldrich™), 5 g Bacto-Yeast Extract 
(Pronadisa®), 10 g NaCl, 200 l NaOH 10 M, 15 g agar y agua ultrapura hasta completar 
volumen) con ampicilina (100 g/ml) (Sigma-Aldrich™) a 37 ºC durante 12 h. A 
continuación se incubaron colonias individuales durante 12 h en medio LB líquido con 
ampicilina (100 g/ml) (Sigma-Aldrich™) a 37 ºC y en agitación. Posteriormente se 
centrifugó el cultivo a 15 000 g durante 10 min, las bacterias precipitadas se lisaron y se 
purificó el DNA en columnas de afinidad con los kits comerciales Wizard™ Plus SV 
Miniprep DNA Purification System (Promega™) y Genopure Plasmid Midi Kit (Roche 
Applied Science®)), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 
4. Transfección de cultivos celulares 
4.1 Lipofectamina LTX  
Los plásmidos generadores de shRNAs contra el mRNA Crb2 de ratón han sido 
transfectados en células N2A con Lipofectamine® LTX y Plus™ Reagent (ThermoFisher 
Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los lisados celulares se recogieron 72 
h después de la transfección para su análisis por Western blot como se explica en los 
apartados siguientes. 
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4.2 Fosfato cálcico 
Método consistente en la formación de precipitados de fosfato cálcico junto con el DNA 
a transfectar, que son añadidos al medio y tomados por las células en cultivo. Para ello se 
han mezclado 2-4 g de DNA con 100 l de CaCl 1 M y 200 l de agua ultrapura. Esta 
solución se ha mezclado lentamente por goteo con 300 l de HEPES buffered saline 2X 
(Sigma-Aldrich™) en agitación. La mezcla se ha incubado a temperatura ambiente durante 
20 min y se ha añadido por goteo a la placa de cultivo. Siguiendo este método se han 
transfectado los plásmidos generadores de 
shRNAs contra el mRNA CRB2 de 
humano en el vector pLVTHM, y el 
plásmido Crb2 ORF Clone en el vector 
pCMV6-AC-GFP (OriGene 
Technologies) que codifica para la 
proteína CRB2 humana fusionada por su 
extremo C-terminal a tGFP (Esquema 
10), en células HEK293; y los plásmidos 
necesarios para generar partículas 
lentivirales psPAX2 (Addgene) y 
pMD2.G (Addgene) junto con los 
correspondientes plásmidos generadores 
de shRNAs, en células HEK293-FT.  
5. Generación de partículas lentivirales e infección de células 
ChRPE 
Para la generación de partículas lentivirales se utilizó la técnica del fosfato cálcico para 
transfectar alrededor de 2,5 millones de células HEK293-FT con una mezcla de: 20 μg del 
plásmido pLVTHM con el shRNA de interés, 15 μg del plásmido psPAX2 (Addgene) que 
codifica para las proteínas de empaquetamiento del DNA lentiviral y 6 μg del plásmido 
pMD2G (Addgene) que codifica para las proteínas de la envuelta del virión. El medio de 
cultivo se renovó a las 8 h de la transfección y 48 h más tarde se recolectó el medio, en el 
que se encuentran las partículas lentivirales, y se eliminaron los posibles restos celulares por 
centrifugación a 1000 g durante 5 min a temperatura ambiente. Las partículas lentivirales 
Esquema 10. Diseño esquemático de la 
secuencia del vector MG222655, que codifica 
para la proteína CRB2-GFP, y donde se indican 
diferentes regiones de interés del mismo. 
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destinadas a las inyecciones subretinales se concentraron mediante ultracentrifugación a 121 
500 g durante 2 h a 4 ºC y se disolvieron en PBS. En ambos casos las partículas lentivirales 
se han conservado a -80 ºC. 
Para la infección de células ChRPE se añadió 20 μl del medio con las partículas 
lentivirales por cada 16 500 células en cultivo, el mismo día de la siembra, y fue retirado a 
los tres días junto con el primer cambio de medio del cultivo. 
6. Medición de resistencia eléctrica transepitelial (TER) 
La resistencia eléctrica transepitelial o TER (Trans-Epithelial Electrical Resistance) de 
sus siglas en inglés, expresada en Ω·cm2, ha sido medida con un voltímetro EVOM2 (World 
Precision Instruments) mediante unos electrodos STX2 (World Precision Instruments), que 
han sido sumergidos en cada una de las cámaras de los cestas Transwell®, calculada 
sustrayendo el valor de un blanco y normalizada respecto al área del filtro de cultivo.  
7. Producción de anticuerpos 
Para la generación de anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteína murina CRB2 
(UniProtKB - Q80YA8) se ha utilizado la base de datos NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para seleccionar una secuencia antigénica única de esta 
proteína utilizando la herramienta Antigenicity Plot de la página web 
www.bioinformatics.org. La secuencia correspondiente a los aminoácidos 1243 a 1256 con 
una cisteína en su extremo terminal N-terminal ha sido enviada a la empresa GenScript 
Corporation™, que se ha encargado de la generación del péptido y del antisuero purificado 
de conejo. 
8. Reverse transcription (RT)-PCR 
Tras el sacrificio del animal, se han extraído los ojos con un par de pinzas y se han lavado 
con tampón fosfato 0,1 M pH 7,4. En este tampón se ha retirado la córnea y el cristalino 
con pinzas y tijeras oftalmológicas, y se han extraído la retina y las células de epitelio 
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I. Extracción de RNA  
A continuación se ha extraído el RNA total de estos tejidos mediante el siguiente 
procedimiento:  
- En primer lugar se lisa el tejido en 1000 l de TRIzol® LS Reagent (ThermoFisher 
Scientific) y se centrifuga a 12 000 g durante 10 min a 4 ºC. 
- A continuación se recolecta el sobrenadante y se incuba a temperatura ambiente 
durante 5 min.  
- Se añaden 200 μl de cloroformo, se mezcla por agitación y se incuba durante 3 min 
a temperatura ambiente. 
- Posteriormente se centrifuga a 12 000 g durante 15 min a 4 ºC. 
- De las tres fases formadas se aísla la superior, que contiene el RNA, y se le añaden 
500 μl de isopropanol. 
- Se mezcla por agitación, se incuba a temperatura ambiente durante 10 min y se 
centrifuga a 12 000 g durante 15 min a 4 ºC. 
- A continuación se decanta el líquido y se añaden 1000 μl de etanol al 75 %. 
- Se mezcla por agitación y se centrifuga a 7500 g durante 5 min a 4 ºC.  
- Posteriormente se decanta el líquido y se deja secar el contenido del vial con la tapa 
abierta durante 10 min. 
- Por último se disuelve el RNA en 100 – 250 μl de agua ultrapura.  
II. Purificación de RNA 
Para eliminar posibles trazas de DNA en la muestra, se ha tratado con TURBO DNA-
freeTM kit (ThermoFisher Scientific). Para ello se ha seguido el siguiente protocolo: 
- Se añade 0,1 volumen de 10X TURBO DNase Buffer y 1 μL de TURBO DNase al 
RNA y se mezcla por pipeteo.  
- A continuación se incuba durante 30 min a 37 ºC. 
- Posteriormente se añade a la mezcla 0,1 volumen de DNase Inactivation Reagent, 
se mezcla por pipeteo y se incuba 5 min a temperatura ambiente. 
- Finalmente se centrifuga a 10 000 g durante 90 s para precipitar el DNase 
Inactivation Reagent, y se transfiere el RNA presente en el sobrenadante a un vial 
nuevo. 
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La cantidad del RNA presente en la solución ha sido cuantificada con la medición, con 
un nanofotómetro (IMPLEN), de la absorbancia (A) de la muestra a 260 nm, y su pureza 
con la medición de la relación entre la A260 y A280 nm. 
III. Retrotranscripción 
A continuación se hizo una retrotranscipción a cDNA con RETROscript® kit 
(ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones de la casa comercial que consisten en: 
- Se mezclan 2 g de RNA total con 2 l de decámeros aleatrorios que actuarán como 
cebadores en la retrotranscripción y agua ultrapura para completar hasta 12 l. 
- Se calienta la mezcla a 85 ºC durante 3 min y se ponen en hielo. 
- A continuación se añaden el resto de componentes que llevan a cabo la reacción que 
son: 2 l de RT10X buffer, 4 l de mezcla de dNTP (Deoxynucleoside 
triphosphate), 1 l de inhibidor de RNAsa y 1 l de la transcriptasa reversa MMLV-
RT. 
- Se mezclan bien y se incuba durante 1 h a 44 ºC. 
- Finalmente se incuba a 92 ºC durante 10 min para inactivar la transcriptasa reversa 
y se almacena a -20 ºC hasta el siguiente paso. 
IV. Amplificación por PCR. 
Por último se llevó a cabo la amplificación por PCR de las secuencias específicas del 
cDNA de Crb1, Crb2, Crb3 y Actina en muestras de retina y epitelio pigmentario. Para ello 
empleamos 300 ng de cDNA y entre 0,2 M a 0,5 M de los primers indicados en la Tabla 
3, en 20 l de solución bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial de la doble 
hélice de DNA durante 3 min a 94 ºC seguido de un periodo de amplificación de 35 ciclos 
de 45 segundos (s) a 94 ºC, 30 s de anillamiento a 49 °C en el caso de Crb1 y 56 °C para 
Crb2, Crb3 y Actina, 30 s a 72 ºC y un periodo de extensión final de 10 min a 72 ºC. 
Asimismo, se han 
llevado a cabo controles 
negativos minus-RT, en el 
que el cDNA sin los 
componentes de la 
reacción se sometió a los 
ciclos de amplificación, y 
minus-template PCR, en el 
Tabla 3. Tabla en la que se muestran las secuencias 
nucleotídicas de los primers utilizados para el análisis mediante 
RT-PCR de la expresión de los mRNA indicados, así como el exón o 
exones donde se produce la amplificación. 
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que se ha sustituido el cDNA por agua ultrapura, para descartar cualquier contaminación de 
la muestra de cDNA o de los reactivos de la PCR respectivamente. 
V. Visualización del resultado. 
Para analizar el resultado de la RT-PCR, 20 l de cada producto de la reacción se 
cargaron en un gel de agarosa (Pronadisa®) del 2 % (p/v) disuelta en tampón Tris-borato-
EDTA, con 0,4 μg/ml de bromuro de etidio, fueron sometidos a electroforesis y 
visualizados en una lámpara de luz ultravioleta Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories). 
9. Western blot  
I. Preparación de las muestras 
Todas las muestras para Western blot han sido recogidas en tampón de lisis RIPA (150 
mM cloruro sódico, 1 % Triton X-100 (v/v), 0,5 % deoxicolato sódico (p/v), 0,1 % dodecil 
sulfato sódico (SDS) (p/v), 50 mM Tris, pH 8) con inhibidores de proteasas (1:1000 (v/v), 
Sigma-Aldrich™). Los tejidos han sido disgregados mecánicamente, incubados 2 h a 4 ºC 
en agitación y centrifugados a 12 000 g durante 20 min a 4 ºC para obtener el sobrenadante 
y desechar el precipitado. La concentración de proteínas ha sido cuantificada mediante el 
método de Bradford (Bio-Rad Laboratories) en un espectrofotómetro LT 4000 microplate 
reader (Labtech). A continuación se ha añadido tampón de carga Laemmli pH 6,8 a una 
concentración final de 2 % SDS (v/v), 5 % 2-mercaptoetanol (v/v), 10 % glicerol (v/v), 
0,002 % bromophenol blue (p/v), 62,5 mM Tris HCl. 
II. Electroforesis 
La electroforesis ha sido llevada a cabo en condiciones desnaturalizantes en geles de 
poliacrilamida (AMRESCO®). Para ello, las proteínas han sido calentadas a 70 ºC durante 
10 min para producir su desnaturalización, y mantenidas en hielo hasta ser cargadas en el 
gel. A continuación han sido sometidas a electroforesis, junto con un marcador de peso 
molecular Precision Plus ProteinTM Standards (Bio-Rad Laboratories), aplicándole un voltaje 
constante de entre 90 y 150 V en un tampón de migración (25 mM de TRIS base, 190 mM 
de glicina y SDS al 0,1 %, pH 8,3 en agua) en una cubeta mini-PROTEAN® (Bio-Rad 
Laboratories), hasta que las proteínas de menor peso molecular del marcador han llegado al 
extremo del gel. 
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III. Transferencia  
Posteriormente han sido transferidas a una membrana de PVDF ImmobilonTM 
(Millipore®) activada con metanol, mediante la aplicación de un amperaje constante de 300 
mA durante 3 h a 4 ºC en un tampón de transferencia (25 mM de TRIS base, 190 mM de 
glicina y 20 % metanol (v/v), pH 8,3 en agua) en un sistema Mini Trans-Blot (Bio Rad®). 
IV. Preincubación 
La membrana con las proteínas se incubó en un tampón Tris Base Salino Tween-0,01 % 
(v/v) (TBST) con BSA 2 % (p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y en agitación.  
V. Incubación con el anticuerpo primario 
A continuación se ha incubado la membrana con los anticuerpos primarios 
correspondientes, en tampón TBST-BSA 2 % durante una noche a 4 ºC a la concentración 
indicada en la Tabla 4.  
En el caso del ensayo de competitividad, se ha utilizado el anticuerpo primario incubado 
previamente durante 1 h a temperatura ambiente con 0,2 mg/ml del péptido usado para 
producir el anticuerpo. De este modo se produce la saturación e inactivación de los 
anticuerpos capaces de reconocer el antígeno incubado. Por lo tanto, el marcaje resultante 
de la utilización de esta solución será inespecífico, debido a aquellos anticuerpos presentes 
que no son capaces de reconocer el antígeno. 
Tabla 4. Tabla en la que se indica el nombre de los anticuerpos y moléculas fluorescentes 
utilizados, la casa comercial donde se han adquirido, su referencia de venta, así como la concentración 
(v/v) a la que se ha utilizado en su respectiva técnica. WB: Western blot; IF: inmunofluorescencia 
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VI. Lavados e incubación con el anticuerpo secundario 
Posteriormente se han realizado tres lavados de 10 min cada uno, a temperatura 
ambiente con TBST, y se ha incubado la membrana con el anticuerpo secundario 
correspondiente, conjugado con la enzima peroxidasa de rábano (HRP) (Jackson 
InmunoResearch™), a una concentración de 1:5000 (v/v) en TBST-BSA 2 % y leche 
desnatada en polvo 5 % (p/v) durante 1 h a temperatura ambiente. A continuación se han 
realizado tres lavados a temperatura ambiente con TBST de 10 min cada uno y se ha 
procedido al revelado.  
VII. Revelado 
Para el revelado las membranas incubadas con anticuerpos secundarios conjugados con 
fosfatasa alcalina, se han lavado durante 15 min a temperatura ambiente en tampón Tris-
HCl 1 M, MgCl2 1 M, NaCl 4 M y 20 % de Triton-X100 a pH 9,5, y a continuación se han 
incubado con el medio de revelado, formado por el tampón anterior y los sustratos de la 
enzima: 50 μl de azul de nitrotetrazolio (NBT, Roche Applied Science®) y 37,5 μl de 5-
bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP, Roche Applied Science®) por cada 10 ml del 
tampón. La enzima lleva a cabo una reacción de oxidoreducción sobre la membrana que 
genera un precipitado de color azul, y que es detenida con TBST. Para el revelado de 
membranas incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano, 
se ha utilizado el kit de quimioluminiscencia Clarity™ Western ECL Blotting Substrate (Bio-
Rad Laboratories). Este, junto con la peroxidasa, produce una señal quimioluminiscente que 
ha sido expuesta a una película fotográfica Super RX (Fujifilm). La señal se ha revelado con 
el kit RP X-OMAT (Kodak). 
VIII. Tratamiento y cuantificación de imágenes 
Las películas fotográficas fueron digitalizadas y se han realizado pequeños ajustes en el 
brillo y el contraste con el programa informático Adobe® Photoshop® CS5 EXTENDED. 
La cuantificación de la expresión de CRB2 por Western blot tras la transfección de los 
diferentes shRNAs en células HEK293 ha sido realizada mediante la medición, en unidades 
arbitrarias, de la intensidad de las bandas correspondientes, normalizadas respecto a su carga, 
con el programa informático ImageJ. 
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10. Inyecciones subretinales 
La operación ha sido llevada a cabo en ambos ojos de animales de 21 días de edad 
anestesiados mediante inhalación de isoflurano (Forane®). Inicialmente el animal ha sido 
introducido en una cámara de inducción de la anestesia con atmósfera de isoflurano y una 
vez sedado se ha colocado bajo una lupa con una máscara de gas para proporcionar 
directamente el anestésico en las vías respiratorias. Entonces se le han aplicado en el ojo los 
siguientes colirios en solución: ®Colircusí Tropicamida (Alcon Cusí, S.A.), con efecto 
midriático de instauración rápida y de corta duración, que permite un mejor acceso a la retina 
sin dañar el iris, ®Colircusí Anestésico 0,50 % (Alcon Cusí, S.A.), que proporciona anestesia 
local rápida y Viscofresh® (Allergan Pharmaceuticals Ireland), un lubricante que mantiene 
la córnea hidratada durante la operación y además facilita la inyección.  
Una vez comprobada la pérdida del reflejo podal y de la cola, se ha procedido a realizar 
la inyección. Para ello se ha utilizado un sistema de microinyección UltraMicroPump III 
(World Precision Instruments, Inc) controlado por un microprocesador Micro4TM (World 
Precision Instruments, Inc) que permite la liberación controlada de la sustancia de interés. 
Al sistema se le ha acoplado una jeringa NanoFil 100 L (World Precision Instruments, Inc) 
con un tubo flexible Silflex-2 (World Precision Instruments, Inc) unido a una aguja de 
inyección de 33 G (33 Gauge Blunt Needle, World Precision Instruments, Inc). Se ha 
realizado una pequeña incisión en la córnea con una aguja de 30 G (Henke Sass Wolf) a 
través de la cual se ha introducido la aguja de inyección hasta llegar al epitelio pigmentario, 
evitando el cristalino y atravesando la retina neural, liberando entonces en el espacio 
subretinal 1 l de la solución con las partículas lentivirales a una velocidad de 150 nl/s. 
Entonces se han retirado la aguja de inyección y la máscara de gas, y se han limpiado los 
colirios y los posibles restos de sangre de la superficie del ojo con una gasa. Se ha aplicado 
de nuevo una gota de ®Colircusí Anestésico 0,50 % (Alcon Cusí, S.A.) y se ha situado al 
animal en una manta térmica hasta su recuperación. Una vez ha despertado se ha devuelto 
a su jaula dándose por finalizado el procedimiento. 
11. Inmunofluorescencia 
Esta técnica ha sido realizada en cultivos celulares, en Flat mounts de epitelio pigmentario 
y en criosecciones de globos oculares inyectados con partículas lentivirales. La obtención y 
preparación del material previa a la técnica de inmunofluorescencia ha consistido en: 
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11.1 Preparación de criosecciones  
Los animales inyectados han sido sacrificados a los 60 días posinyección (DPI), se han 
extraído los ojos con un par de pinzas y se les ha realizado un pequeño corte en la córnea 
con una cuchilla para facilitar la entrada del fijador. Los globos oculares son fijados durante 
2 h con paraformaldehido (PFA) 4 % (p/v) en tampón fosfato 0,1 M pH 6,9, a 4 ºC en 
agitación, y a continuación se han lavado con tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 1 h. 
Posteriormente, la córnea y el cristalino se retiran con tijeras oftalmológicas y pinzas bajo 
una lupa. A continuación, los globos oculares se crioprotegen con baños de 12 h cada uno 
a 4 ºC y en agitación, en soluciones de concentración creciente del 10, 20 y 30 % de sacarosa 
(p/v) en tampón fosfato 0,1 M pH 7,4, se incluyen en Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura), se 
congelan con nitrógeno líquido y se almacenan a -20 ºC. Por último, se han realizado 
secciones de 14 m de grosor con un criostato (Microm HM560, Thermo Scientific), que 
han sido recogidas en portaobjetos Superfrost Ultra Plus® (ThermoFisher Scientific), y han 
sido conservadas a -20 ºC hasta su utilización. Mediante microscopía de fluorescencia se han 
seleccionado aquellas secciones adyacentes a las que contienen la zona de inyección para su 
posterior análisis. 
11.2 Preparación de Flat mounts de epitelio pigmentario 
Se han obtenido Flat mounts de epitelio pigmentario de animales adultos de 90 días de 
edad y de animales inyectados de 60 DPI. Para ello, una vez sacrificados, los globos oculares 
se extraen con un par de pinzas y se les realiza un pequeño corte en la córnea con una 
cuchilla. A partir de este punto se han seguido dos protocolos diferentes según el estudio 
para el que han sido destinados. En el caso de las muestras de animales sometidos a la 
inyección, y destinadas para el análisis de las células microgliales presentes en el espacio 
subretinal, primero se han fijado durante 2 h con PFA 4 %, a 4 ºC en agitación, y se han 
lavado con tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 durante, al menos 1 h. A continuación se ha 
retirado la retina neural con pinzas y tijeras oftalmológicas, y se ha reservado la zona 
posterior del ojo, donde se encuentra el epitelio pigmentario, en tampón fosfato 0,1 M pH 
6,9 hasta su procesamiento posterior. Para el resto de los estudios inmunohistológicos; en 
primer lugar se ha retirado la retina neural y posteriormente se ha fijado la zona posterior 
del ojo con PFA 4 % durante 10 min a 4 ºC en agitación y se ha lavado con tampón fosfato 
0,1 M pH 7,4 durante, al menos, 30 min. 
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El procedimiento de marcaje con los anticuerpos ha sido similar para todas las muestras, 
con alguna excepción que indicaremos a continuación. 
Una vez finalizada la técnica inmunohistológica en los Flat mounts y previamente al 
montaje que se explica a continuación, se realizaron cuatro cortes perpendiculares dos a dos 
en el tejido y se colocaron en un portaobjetos con el epitelio pigmentario en contacto con 
el cubreobjetos. 
11.3 Preparación de cultivos celulares 
Para la fijación de las células ChRPE a los 7, 14 y 21 días de cultivo, se ha retirado el 
medio de cultivo y se ha añadido PFA 4 % a 4 ºC durante 10 min. 
I. Lavados y permeabilización 
Para todos los casos, en primer lugar se ha realizado un lavado con tampón fosfato salino 
(PBS) pH 7,4 de 10 min a temperatura ambiente, seguido de dos lavados con PBS con el 
detergente TritonTM X100 (Sigma-Aldrich®) (PBS-Tx) a una concentración del 0,02 % (v/v) 
para el caso de las criosecciones y del 0,2 % para los cultivos celulares y los Flat mounts. Esta 
concentración del detergente se mantiene constante para cada caso durante todos los pasos 
en los que se requiere permeabilizar. 
II. Bloqueo 
A continuación se ha incubado el material con una solución de PBS-Tx, BSA al 1 % 
(p/v) y suero al 5 % (v/v) del animal en el cual está hecho el anticuerpo secundario a utilizar, 
durante 1 h a temperatura ambiente. 
III. Incubación con el anticuerpo primario 
Después del bloqueo se ha incubado el material con una solución con PBS-Tx, BSA 1 
%, suero al 2 % del animal en el cual está hecho el anticuerpo secundario a utilizar, y el 
anticuerpo primario a la concentración que indica la Tabla 4, durante una noche a 4 ºC. 
En el caso del ensayo de competitividad se ha utilizado el anticuerpo primario incubado 
previamente durante 1h a temperatura ambiente con 0,2 mg/ml del péptido usado para 
producir el anticuerpo. 
IV. Lavados 
A continuación se han realizado tres lavados de 10 min cada uno con PBS-Tx. 
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V. Incubación con el anticuerpo secundario y marcadores nucleares. 
Posteriormente, si procede, se ha incubado el material con una solución con PBS-Tx, 
BSA 1 %, suero al 2 % del animal en el cual está hecho el anticuerpo secundario, el marcador 
nuclear DAPI o TO-PRO® 3-Iodide, y anticuerpos secundarios AlexaFluor® 488 o 
AlexaFluor® 555 (ThermoFisher Scientific) dirigidos contra la fracción constante del 
anticuerpo primario, a una concentración de 1:750 (v/v), durante 1 h a temperatura 
ambiente. 
VI. Lavados y montaje 
Por último se han realizado dos lavados con PBS-Tx y otro con PBS de 10 min a 
temperatura ambiente y se ha procedido al montaje de las muestras en un portaobjetos, con 
el medio Prolong® Gold antifading reagent (ThermoFisher Scientific) y con cubreobjetos. 
12. Microscopía electrónica 
Mediante microscopía electrónica de transmisión se ha analizado la ultraestructura de las 
células ChRPE en cada una de las condiciones estudiadas. Para ello hemos seguido el 
siguiente procedimiento: 
I. Fijación 
Las muestras han sido fijadas en una solución con PFA 2 % y glutaraldehído 2 % (v/v) 
en tampón cacodilato 0,1 M pH 7,4 durante 24 h a 4 ºC. 
II. Posfijación 
Posteriormente las muestras se han incubado en una solución con OsO4 1% (v/v) y 
K3Fe(CN)6 1 % (v/v) en agua ultrapura durante 2 h a 4 ºC, en agitación y oscuridad. A 
continuación se han lavado abundantemente con agua. 
III. Deshidratación 
Para deshidratar las muestras, estas se han sumergido en un gradiente creciente de etanol, 
desde el 50 % al 100 %, durante 10 min cada uno y en agitación. Posteriormente se han 
realizado tres baños en óxido de propileno de 10 min cada uno y en agitación. 
IV. Inclusión 
A continuación se han incluido las muestras en resina Epoxy EMbed-812 (Electron 
Microscopy Sciences). Para ello el tejido se sumerge a temperatura ambiente y en agitación 
en una mezcla de óxido de propileno/resina (3/1) durante 1 h, después durante una noche 
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en óxido de propileno/resina (1/1), en óxido de propileno/resina (1/3) 1 h y finalmente en 
resina pura durante 1 h. Por último las muestras se han colocado en los moldes adecuados 
con la resina pura que polimeriza y endurece en una estufa a 60 ºC durante 12 h. 
V. Seccionamiento 
Se ha empleado un ultramicrotomo Ultracut E (Reichert/Leica) para realizar secciones 
semifinas de 0,5 µm que se depositan en portaobjetos Superfrost Ultra Plus® 
(ThermoFisher Scientific) y se tiñen con azul de Toluidina (0,5 % de tetraborato sódico 
(v/v) en agua destilada) y secciones ultrafinas de 50-70 nm de grosor que se recogieron en 
rejillas de cobre (Electron Microscopy Science). 
VI. Contrastado 
Las secciones ultrafinas son posteriormente contrastadas con una solución de acetato de 
uranilo al 2 % (v/v) en etanol al 50 %, durante 15 min a temperatura ambiente y en 
oscuridad. Se han lavado varias veces con agua ultrapura, y a continuación se han incubado 
con citrato de plomo durante 10 min a temperatura ambiente y en una atmósfera sin CO2 
para evitar la precipitación del plomo. Por último se han lavado varias veces con agua 
ultrapura y se han secado para su visualización. 
13. Obtención y análisis de imágenes 
13.1 Fotografías de fluorescencia 
Las imágenes de células de epitelio pigmentario en Flat mount, en cultivo y las 
criosecciones de retina, se obtuvieron en un microscopio láser confocal (Leica TCS SP2) 
con un pinhole de 1,2 Airy Units y objetivos de aceite de inmersión 40 x y 63 x. Los láseres 
de 488 nm, 543 nm y 633 nm han sido utilizados para excitar los fluorocromos AlexaFluor® 
488, AlexaFluor® 555, AlexaFluor® 633 y TO-PRO® 3-Iodide, y los diferentes canales han 
sido capturados de forma secuencial. Las imágenes obtenidas han sido procesadas y se han 
realizado pequeños ajustes en el brillo y el contraste con los programas informáticos 
Adobe® Photoshop® CS5 EXTENDED y Leica Confocal Software. Para la 
reconstrucción en 3 dimensiones se han utilizado 35 secciones ópticas con una distancia de 
284,9 nm entre cada una de ellas y 8,8 µm en total. Este conjunto de imágenes se importaron 
al programa informático ImageJ donde se utilizaron las herramientas LOCI Bio-formats y 
3D viewer y se ha creado un video de la reconstrucción tridimensional de todas las secciones. 
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Para la toma de imágenes panorámicas de Flat mounts de animales inyectados, así como 
para los estudios de proliferación y densidad de los cultivos celulares se ha utilizado un 
microscopio de Axio Observer Z1 (Zeiss). Las imágenes obtenidas han sido procesadas y se 
han realizado pequeños ajustes en el brillo y el contraste con el programa informático 
Adobe® Photoshop® CS5 EXTENDED y ZEN 2011. El recuento del número de células 
totales y positivas para la proteína Ki67 en los cultivos celulares ha sido realizado con la 
herramienta Image-based Tool for Counting Nuclei (ITCN) del programa informático 
ImageJ. El recuento de las células de microglía en los Flat mounts de animales inyectados ha 
sido realizado con la herramienta Cell Counter del programa informático ImageJ. 
13.2 Microrgafías de microscopía electrónica 
Las imágenes han sido obtenidas en un microscopio JEOL JEM-1011 HR con la cámara 
CCD Gatan ES1000W con el software iTEM y procesadas con el programa informático 
Adobe® Photoshop® CS5 EXTENDED. Las mediciones de la altura de las células y la 
posición relativa del núcleo han sido realizadas con el programa informático ImageJ. 
14. Análisis estadísticos 
Los distintos análisis estadísticos han sido realizados mediante el programa informático 
IBM® SPSS® Statistics 20.0. En primer lugar se ha comprobado si los datos siguen una 
distribución normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para muestras de n>50 y 
la de Shapiro-Wilk para muestras de n<50. A continuación, para las muestras con una 
distribución paramétrica se ha comprobado la igualdad de varianzas mediante la prueba de 
Levene. Para determinar si existen diferencias en muestras con una distribución paramétrica 
y varianzas iguales se ha realizado la prueba T de Student, para comparaciones entre dos 
grupos, o el test ANOVA en el caso de comparaciones entre más de dos grupos y, en el caso 
de rechazar la hipótesis nula, la prueba de Bonferroni para realizar comparaciones múltiples. 
En el caso de las muestras con una distribución no paramétrica o con varianzas distintas se 
ha determinado si existen diferencias entre las muestras mediante la prueba de U de Mann-
Whitney para comparar dos muestras independientes, o la de Kruskal-Wallis para más de 
dos muestras independientes. Se han considerado que existen diferencias sigificativas (*) si 






1. CRB2 se localiza en las uniones ocluyentes del epitelio 
pigmentario 
En este punto abordamos el primer objetivo de la presente tesis doctoral: estudiar la 
expresión y localización de CRB2 en el epitelio pigmentario maduro, para lo que hemos 
utilizado como modelo de estudio el epitelio pigmentario de ratones adultos. 
1.1 Análisis de la expresión de los mRNA de las isoformas CRB en el 
epitelio pigmentario 
En primer lugar analizamos la expresión de los 
mRNA de las tres isoformas CRB (Crb1, Crb2 y Crb3) 
mediante RT-PCR, en extracto total de RNA de retina 
neural y de epitelio pigmentario de forma independiente. 
De este modo observamos que los tres transcritos se 
expresan en la retina neural, como ya se había descrito, 
pero comprobamos que en el epitelio pigmentario solo se 
expresan Crb2 y Crb3 (Figura 1). Por lo tanto, este 
resultado abre la posibilidad de que las proteínas CRB2 y 
CRB3 se expresen en el epitelio pigmentario, y descarta la 
expresión de CRB1 en este tipo celular. 
1.2 Caracterización del anticuerpo dirigido 
contra CRB2 
Puesto que los anticuerpos comerciales disponibles 
hasta la fecha no proveen resultados satisfactorios en cuanto a la inmunodetección de CRB2 
en el epitelio pigmentario, hemos diseñado un nuevo anticuerpo dirigido contra esta proteína 
mediante el procedimiento descrito en el apartado de “Materiales y Métodos”, con el fin 
de detectar su expresión en este tejido. Para caracterizar el nuevo anticuerpo generado, en 
primer lugar sobreexpresamos CRB2 fusionada a GFP en la línea celular HEK293, donde 
detectamos mediante Western blot la proteína exógena a unos 180 kDa con anticuerpos 
Figura 1- Estudio de la expresión 
de los mRNA Crb1, Crb2 y Crb3 
en la retina neural y el epitelio 
pigmentario. El análisis mediante 
RT-PCR indica que, mientras que el 
mRNA Crb1 solo se expresa en la 
retina neural, los mRNA Crb2 y Crb3 
se encuentran expresados tanto en la 
retina neural como en el epitelio 
pigmentario. Los niveles de 
amplificación del mRNA de Actina 
son similares en ambos tejidos. 
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dirigidos contra GFP y CRB2 (Figura 2A). El anticuerpo dirigido contra CRB2 detecta 
además, una segunda banda de alrededor de 150 kDa en las células sin transfectar y con la 
sobreexpresión (Figura 2A), que podría corresponder a la proteína endógena, ya que está 
muy cerca de su peso molecular estimado, que es de 137 kDa199. Para investigar la posibilidad 
de que la banda detectada a 150 kDa corresponda, efectivamente, a la proteína CRB2, 
transfectamos en células de origen murino N2A, donde también se detecta una banda a 150 
kDa con este mismo anticuerpo (Figura 2B), cuatro shRNAs diferentes dirigidos contra 
Crb2 (shCRB2 #1-#4) y un shRNA control (shCTR) que no reconoce ninguna secuencia de 
mRNA presente en las células de mamíferos. De este modo observamos que tres de los 
cuatro shCRB2 (shCRB2 #2-4) producen una disminución en la expresión de la proteína de 
150 kDa al compararlo con el efecto del shCTR (Figura 2B), confirmando que esta banda 
corresponde a la proteína CRB2 endógena.  
A continuación, debido a la gran similitud que existe entre el dominio citoplasmático de 
las proteínas CRB, quisimos descartar cualquier reacción cruzada entre el anticuerpo dirigido 
contra CRB2 y la proteína CRB3, que podría también expresarse en el epitelio pigmentario. 
Para ello, realizamos una electroforesis de la proteína CRB3 fusionada a GST purificada 
(Abnova), observando que esta proteína es detectada por un anticuerpo contra GST en un 
peso aproximado de 40 kDa, pero no así con el anticuerpo contra CRB2 (Figura 2C), lo 
que descarta así la reacción cruzada. 
Por lo tanto, el anticuerpo contra CRB2 es capaz de reconocer específicamente CRB2, 
que tiene un peso molecular de alrededor de 150 kDa. 
1.3 Detección de CRB2 en el epitelio pigmentario 
Una vez comprobada la efectividad y especificidad del anticuerpo, investigamos la 
expresión de CRB2 en el epitelio pigmentario del ratón. Para ello realizamos un Western 
blot con proteínas totales de cerebro y retina neural, que utilizamos como controles positivos 
de su expresión, ya que su presencia en estos tejidos ha sido demostrada previamente155, 184, 
músculo como control negativo, ya que no expresa su mRNA130, y epitelio pigmentario 
(Figura 2D). De esta manera, con el anticuerpo para CRB2 detectamos una banda de 
alrededor de 150 kDa (Flecha en Figura 2D), que coincide con el peso molecular detectado 
en las líneas celulares, y otra a alrededor de 260 kDa (Cabeza de flecha en Figura 2D) en 
cerebro, retina neural y epitelio pigmentario, pero no así en músculo. La presencia de la 




Figura 2- Caracterización de la especificidad del anticuerpo dirigido contra CRB2 y detección de 
la proteína CRB2 en el epitelio pigmentario. (A) El anticuerpo dirigido contra CRB2 detecta, mediante 
Western blot en extracto total proteínas de células HEK293, una banda a 150 kDa y otra a 
aproximadamente 180 kDa, en células que sobreexpresan CRB2-GFP, y que también es detectada con un 
anticuerpo contra GFP. β-actina empleada como control de carga. (B) La transfección de cuatro shRNAs 
dirigidos contra Crb2 en células N2A, muestra que con tres de ellos (shCRB2#2-4) la expresión de la 
proteína detectada a 150 kDa disminuye en comparación con los niveles de expresión de células 
transfectadas con un shRNA control (shCTR). El shCRB2#1 no produce disminución de la expresión. Las 
cifras al pie de la imágen indican el número de veces que incrementa o decrece la intensidad de la banda a 
150 kDa normalizada respecto a su carga, β-actina, en comparación con la del shCTR, en tres experimentos 
independientes. (C) La proteína CRB3-GST es detectada con un anticuerpo dirigido contra GST a 40 kDa, 
pero no con el anticuerpo dirigido contra CRB2. (D) El anticuerpo dirigido contra CRB2 detecta dos 
bandas a 150 (Flecha) y 260 kDa (Cabeza de flecha) en extracto total de proteínas de cerebro, retina y 
epitelio pigmentario, pero no así en músculo. El miembro del complejo Crb, PALS1, se expresa en los 
mismos tejidos. La detección de sinapsina en cerebro y retina, y de RPE65 en el epitelio pigmentario 
descarta la contaminación cruzada entre las muestras de retina neural y epitelio pigmentario. GAPDH 
demuestra la presencia de proteínas en el extracto de músculo. (E) En el ensayo de competitividad no se 
detectan las bandas a 150 y 260 kDa, en ninguno de los tejidos estudiados, lo que descarta la presencia de 
anticuerpos inespecíficos en el antisuero purificado y demuestra la especificidad del marcaje. 
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y la del marcador específico de epitelio pigmentario, RPE65, solo en el epitelio pigmentario 
(Figura 2D), descarta la contaminación cruzada entre las muestras. Además, PALS1 
corrobora la expresión del complejo Crb en estos tres tejidos y GAPDH la presencia de 
proteínas en la muestra de músculo (Figura 2D). Para descartar que el marcaje se deba a la 
presencia de anticuerpos inespecíficos en el antisuero realizamos un ensayo de 
competitividad, tras el cual no observamos las bandas a 150 y 260 kDa en ninguno de los 
tres tejidos (Figura 2E). 
Por lo tanto, CRB2 se expresa en el epitelio pigmentario del ratón, donde tiene un peso 
molecular de, al menos 150 kDa, y posiblemente también de 260 kDa debido a algún tipo 
de modificación postraduccional. 
1.4 Localización subcelular de CRB2 en el epitelio pigmentario 
A continuación quisimos conocer la localización subcelular de CRB2 en las células de 
epitelio pigmentario, para lo que utilizamos técnicas de immunofluorescencia en Flat Mount 
de epitelio pigmentario. Realizamos un doble marcaje para RPE65 (Figura 3A) y CRB2 
(Figura 3B), y observamos que el anticuerpo dirigido contra CRB2 marca la membrana 
plasmática (Flecha en Figura 3B y C), además de mostrar un marcaje punteado y disperso 
en el citoplasma de estas células (Cabeza de flecha en Figura 3B y C). Para comprobar la 
especificidad del anticuerpo llevamos a cabo un ensayo de competitividad, en el cual 
observamos que desaparece la mayor parte del marcaje tanto de la membrana plasmática 
como del citoplasma (Figura 3D y E), corroborando que el anticuerpo reconoce la proteína 
CRB2 específicamente mediante esta técnica. 
A continuación quisimos conocer la localización exacta de CRB2 en la membrana 
plasmática, ya que es donde las proteínas del complejo Crb llevan a cabo su función200. 
Puesto que el resto de miembros del complejo han sido localizados en la membrana 
apicolateral, llevamos a cabo un triple marcaje para las proteínas F-Actina (Figura 3F), 
PALS1 (Figura 3G), ambas localizadas en las uniones celulares, y CRB2 (Figura 3H), y 
comprobamos que las tres colocalizan en el mismo área de la membrana plasmática. Sin 
embargo, mientras que F-Actina y PALS1 tienen una distribución homogénea a lo largo de 
la membrana plasmática, CRB2 se distribuye de modo discontinuo, de manera punteada, a 
lo largo de esta. 
Una vez comprobado que CRB2 se sitúa en la membrana apicolateral, nos propusimos 
averiguar en qué tipo de uniones se localiza de forma más precisa. Para ello realizamos un 




Figura 3- Localización subcelular de CRB2 en las células de epitelio pigmentario. (A-C) Imágenes 
de microscopía láser confocal que muestran el marcaje inmunofluorescente de RPE65 y CRB2 en células 
de epitelio pigmentario. CRB2 se localiza en la membrana plasmática (Flecha en B,C) y en el citoplasma 
(Cabeza de flecha en B,C). (D-E) El marcaje de CRB2 en la membrana plasmática no aparece tras realizar 
un ensayo de competitividad. (F-H) Las proteínas F-Actina, PALS1 y CRB2 colocalizan en la membrana 
apicolateral de las células de epitelio pigmentario. (I) La proyección máxima y la vista ortogonal de un 
conjunto de imágenes confocales en el plano Z muestran la localización apical de CRB2 respecto a p120 
(Cabezas de flecha). (J) La reconstrucción tridimensional del conjunto de imágenes en el plano Z muestra 
que CRB2 se localiza apicalmente a p120. La flecha en la parte superior derecha en (J) indica la orientación 
desde la zona basal (cola de la flecha) hasta la apical (cabeza de flecha). Barras de escala: 20 μm. 
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proyección ortogonal de un conjunto de imágenes confocales tomadas en diferentes planos 
del eje Z (Figura 3I), así como a la reconstrucción tridimensional de las mismas (Figura 
3J) observamos que CRB2 se localiza de forma apical a p120 (Cabezas de flecha en Figura 
3I y J), por lo que CRB2 se sitúa en las uniones ocluyentes del epitelio pigmentario. 
Por lo tanto, respecto al primer objetivo concluimos que: CRB2 se expresa en las células 
de epitelio pigmentario maduro del ratón, donde se concentra en las uniones ocluyentes y 
se encuentra de forma punteada en el citoplasma. 
2. CRB2 concluye el proceso de polarización y diferenciación 
en células de epitelio pigmentario humanas 
Una vez estudiada la expresión y localización de CRB2 en las células de epitelio 
pigmentario maduro, abordamos el segundo objetivo de la presente tesis doctoral: 
caracterizar la expresión y localización de CRB2 durante el proceso de polarización y 
diferenciación de las células de epitelio pigmentario. 
Debido a que las líneas celulares comerciales de epitelio pigmentario disponibles hasta 
el momento no alcanzan un alto grado de polarización y, por lo tanto, no son útiles para 
estudiar este proceso, decidimos desarrollar y caracterizar un nuevo cultivo de células de 
epitelio pigmentario humano que muestre estas características in vitro. 
2.1 Caracterización del proceso de diferenciación y polarización de las 
células ChRPE en cultivo 
Teniendo en cuenta que una de las principales características de las células epiteliales 
diferenciadas es su estado quiescente, en primer lugar quisimos conocer el número de células 
en proliferación en diferentes momentos del cultivo. Para ello cuantificamos el número de 
células positivas para Ki67, una proteína que se expresa en el núcleo de las células en todas 
las fases del ciclo celular salvo en G0201. De este modo observamos que a los 7 días en cultivo 
(DIC) un 35 % ( =37,37 % ± 3,35; n=7) de células se encuentran en proliferación (Figura 
4A,D). Este número desciende significativamente a alrededor del 20 % ( =21,18 % ± 4,21; 
n=6) (p=0,012; n=13)  a los 14 DIC (Figura 4A,E), y de aquí lo hace a alrededor del 0 % 
( =0,64 % ± 0,55; n=4) (p=0,006; n=10) (Figura 4A,F) a los 21 DIC. Por lo tanto, desde 
los 7 a los 21 DIC se produce un descenso altamente significativo (p=0,000; n=11) del 
número de células en proliferación, y conforme se alcanza una densidad celular óptima, estas 
paran el ciclo celular y se diferencian. 
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Para conocer la densidad celular a lo largo de este periodo, cuantificamos el número de 
células por cm2 mediante el marcaje y recuento de núcleos a los 7, 14 y 21 DIC. Así 
comprobamos que de las 50 000 células/cm2 sembradas inicialmente, el número aumenta 
un 120 % ( =126,46 % ± 11,04; n=6) a alrededor de 100 000 células/cm2 ( =113 232 ± 
9885; n=6) a los 7 DIC (Figura 4B,D); de aquí otro 110 % ( =113,31 % ± 29,09; n=5), a 
alrededor de 250 000 células/cm2 ( =241 538 ± 62 009; n=5) a los 14 DIC (Figura 4B,E); 
y, por último, un 25 % ( =27,55 % ± 6,13; n=3) hasta alcanzar alrededor de 300 000 
células/cm2 ( =308 086 ± 68 544; n=3) a los 21 DIC (Figura 4B,F). Por lo tanto, se 
produce un aumento significativo en la densidad celular entre los 7 y los 21 DIC (p=0,049; 
n=9), que es mucho más acusada entre los 0 y los 14 DIC y que se ralentiza desde los 14 a 
los 21 DIC.  
A continuación analizamos la capacidad del cultivo para actuar como barrera 
fisicoquímica, tal y como lo hace en condiciones fisiológicas normales un tejido epitelial. 
Para ello medimos la resistencia eléctrica transepitelial (TER), que es la resistencia eléctrica 
que ejerce el epitelio al paso de los iones entre la cámara apical y la basal y que, en 
consecuencia, es una medida indirecta del estado de formación las uniones celulares. La TER 
a los 7 DIC es de alrededor de 20 Ω·cm2 ( =21,02 ± 0,98, n=32), asciende 
significativamente a alrededor de 35 Ω·cm2 ( =34,91 ± 1,39, n=24) (p=0,000; n=56) a los 
14 DIC e incrementa considerablemente hasta alcanzar alrededor de 90 Ω·cm2 ( =90,60 ± 
7,76, n=18) (p=0,004; n=42) a los 21 DIC (Figura 4C). Por lo tanto el cultivo incrementa 
paulatinamente su efectividad en el cierre del paso paracelular a los iones desde los 7 a los 
21 DIC (p=0,000; n=50).  
Para evaluar el estado de polarización celular, estudiamos la distribución de los 
filamentos de Actina a lo largo de los 21 días de cultivo, ya que el establecimiento del 
cinturón de Actina que rodea el contorno de la célula epitelial es uno de los primero signos 
de polarización de este tipo celular. Para ello, marcamos la F-Actina, la Actina que forma 
parte de microfilamentos, con la molécula fluorescente Faloidina-FITC, y observamos que 
a los 7 DIC muchos de los filamentos de Actina atraviesan el citoplasma de las células 
(Figura 4G), mientras que a los 14 DIC la mayor parte de los filamentos se acumulan junto 
a la membrana plasmática, aunque algunos aún atraviesan el citoplasma de las células 
(Figura 4H) y, finalmente, a los 21 DIC, prácticamente la totalidad de las células presentan 





Figura 4- Caracterización del desarrollo morfofisiológico del cultivo de células ChRPE. (A) 
Representación gráfica de la disminución del porcentaje medio de células en división desde los 7 a los 21 
DIC. (B) Representación en un gráfico combinado de líneas, que muestra el aumento de la densidad media 
de células en cultivo desde los 7 a los 21 DIC, y de barras, mostrando la disminución en el porcentaje de 
células que se han dividido en los 7 días previos a cada momento analizado. (C) Representación gráfica del 
aumento de la TER media desde los 7 a los 21 DIC. (D-F) Imágenes de epifluorescencia de células ChRPE 
en cultivo teñidas para el marcador de proliferación celular Ki67 (en rojo) y los núcleos con DAPI (en azul), 
mostrando la densidad celular y el número de células en proliferación a los 7, 14 y 21 DIC. (G-I) Imágenes 
de microscopía láser confocal del marcaje inmunofluorescente de F-Actina a los 7, 14 y 21 DIC, empleado 
para mostrar la organización progresiva del cinturón de Actina adyacente a la membrana plasmática de las 
células. (J-L) Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de la ultraestructura general de las células 
mostrando el incremento en la altura media de las células, el posicionamiento basal del núcleo (Asterisco 
en J-L), la formación del laberinto basal (Cabezas de flecha en K), la aparición y desarrollo de 
microvellosidades en la zona apical (Flechas en K,L) y el posicionamiento basal a 21 DIC de las 
mitocondrias (Cabezas de flecha en L). Barras de error en (A-C, J-L): error estándar de la media. * en (A,B): 
p valor < 0,05. ** en (A,C): p valor < 0,01. Barras de escala en (D-F): 50 m; (G-I): 10 m; (J-L): 2 m. 
Barra vertical en (J-L): altura media de las células. Barra horizontal gris en (J-L): posición relativa media del 
límite apical del núcleo. Barra horizontal negra en (J-L): posición relativa media del límite basal del núcleo. 
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Puesto que la disposición de los filamentos de Actina sugiere que la célula es capaz de 
alcanzar cierta madurez en el grado de polarización tras 21 DIC, nos propusimos analizar la 
organización ultraestructural de las células mediante microscopía electrónica de transmisión. 
En primer lugar cuantificamos la altura media de las células en cultivo y observamos que 
esta es de alrededor de 5 m ( =5,46 ± 0,34, n=15) a los 7DIC (Figura 4J), incrementa 
significativamente a unas 7 m ( =7,35 ± 0,30, n=15) (p=0,000; n=30) a los 14 DIC 
(Figura 4K), y a alrededor de 10 m ( =9,90 ± 0,15, n=62) (p=0,004; n=77) a los 21DIC  
(Figura 4L). Por lo tanto, se produce un incremento progresivo en la altura media de las 
células durante el desarrollo del cultivo desde los 7 a los 21 DIC (p=0,000; n=77). Además, 
observamos cambios en la presencia y distribución de orgánulos y otras estructuras durante 
este periodo. Así comprobamos cómo, a los 7 DIC, el núcleo (Asterisco en Figura 4J), 
con morfología fusiforme típica de células aplanadas, ocupa la mayor parte del citoplasma 
de las células que, además, no presentan una distribución polarizada de orgánulos u otros 
elementos celulares (Figura 4J). A partir de los 14 DIC aparecen algunos signos de 
polaridad, como la localización basal del núcleo (Asterisco en Figura 4K), la presencia de 
microvellosidades en la membrana apical (Flechas en Figura 4K) o la aparición de un 
laberinto basal en la membrana basal (Cabezas de flecha 
en Figura 4K). La polarización de estas estructuras se 
mantiene y algunas de ellas se desarrollan aún más hasta los 
21 DIC, como las microvellosidades, que alcanzan una 
mayor longitud (Flechas en Figura 4L), el núcleo, que 
adquiere forma redondeada propia de células epiteliales 
cúbicas (Asterisco en Figura 4L), y las mitocondrias, que 
se posicionan en la zona basal junto al núcleo (Cabezas 
de flecha en Figura 4L). 
Una de las características que mejor definen el grado 
de polaridad apicobasal de la célula epitelial es la aparición 
de uniones intercelulares, por lo que analizamos su 
presencia en los cultivos a los diferentes tiempos. Mediante 
análisis por Western blot observamos que la proteína de 
las uniones adherentes β-catenina se expresa durante todo 
el periodo de cultivo analizado, desde los 7 hasta los 21 
DIC (Figura 5). Sin embargo, la proteína de las uniones 
Figura 5- Caracterización de 
la expresión de las proteínas 
de las uniones celulares en el 
desarrollo del cultivo de 
células ChRPE. Análisis 
mediante Western blot de 
extracto total de proteínas de las 
células ChRPE en cultivo 
mostrando que la proteína de 
uniones adherentes β-catenina se 
expresa desde los 7 DIC y sus 
niveles de expresión se 
incrementan ligeramente hasta 
los 21 DIC. La proteína de 
uniones ocluyentes, Ocludina, 
está presente en los cultivos 
desde los 14 DIC y los niveles de 
expresión se mantienen estables 
hasta los 21 DIC. β-actina 
empleada como control de carga. 
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ocluyentes Ocludina, sólo se expresa desde los 14 DIC en adelante (Figura 5). Puesto que 
la expresión de estas proteínas no es el único requisito para la formación de las uniones 
celulares, sino que también lo es su localización en la membrana plasmática, seguidamente 
analizamos su localización subcelular mediante marcaje por inmunofluorescencia. De este 
modo observamos que β-catenina se encuentra delimitando de manera discontinua la 
membrana plasmática de las células a los 7 DIC (Figura 6A). A los 14 DIC, la proteína se 
distribuye por todo el contorno de la membrana plasmática (Figura 6B). Finalmente, a los 
21 DIC el marcaje define completamente la membrana plasmática revelando claramente la 
morfología epitelial (Figura 6C). A continuación estudiamos la localización de ZO-1 que, 
como mencionamos en el apartado de Introducción, es utilizada habitualmente como 
marcador de las uniones ocluyentes20, aunque se conoce que durante el proceso de 
polarización, inicialmente se localiza en las uniones adherentes21. Así, hemos observado que 
ZO-1 se encuentra en la membrana plasmática de forma parcheada desde los 7 DIC (Figura 
6D), y delimita perfectamente el contorno celular desde los 14 DIC en adelante (Figura 
6E,F). Para aclarar este proceso, estudiamos la localización de Ocludina que, desde nuestro 
conocimiento, sólo ha sido detectada en las uniones ocluyentes. A los 7 DIC, detectamos 
un fuerte marcaje con el anticuerpo para Ocludina en el nucleolo (Figura 6G), que 
presumimos es inespecífico ya que mediante Western blot no se detecta la expresión de esta 
proteína en este estadio (Figura 5). Sin embargo, a partir de los 14 DIC observamos marcaje 
en la membrana plasmática (Figura 6H), que es más intenso a los 21 DIC, cuando la 
proteína delimita perfectamente el contorno celular (Figura 6I). Por último quisimos 
corroborar la presencia de los dos tipos de uniones celulares mediante microscopía 
electrónica de transmisión. De este modo comprobamos que, a los 7 DIC están presentes 
las uniones adherentes (Flechas en Figura 6J), pero no así las ocluyentes; a los 14 DIC 
encontramos conjuntamente uniones adherentes (Flechas en Figura 6K) y ocluyentes 
(Cabezas de flecha en Figura 6K); finalmente, a los 21 DIC ambos tipos de uniones, 
adherentes (Flechas en Figura 6L) y ocluyentes (Cabezas de flecha en Figura 6L) se 
encuentran más desarrolladas. 
Por lo tanto, las células ChRPE en cultivo sufren un proceso gradual de diferenciación 







Figura 6- Estudio de la localización subcelular de las proteínas de las uniones celulares en el 
desarrollo del cultivo de células ChRPE. (A-C) Imágenes de microscopía láser confocal que muestran 
el marcaje por inmunofluorescencia de la proteína de las uniones adherentes -catenina localizada en la 
membrana plasmática desde los 7 DIC en adelante, (D-F) al igual que la proteína ZO-1. (G-I) La proteína 
de las uniones ocluyentes Ocludina se localiza en la membrana plasmática desde los 14 DIC en adelante. 
(J-L) Las micrografías de microscopía electrónica de transmisión muestran la presencia de las uniones 
adherentes desde los 7 DIC (Flechas en J, K y L) y de uniones ocluyentes desde los 14 DIC en adelante 




2.2 Estudio de la formación de los complejos de polaridad apical Par 
y Crb durante el proceso de diferenciación y polarización de las 
células ChRPE 
Una vez confirmado y descrito el proceso de 
diferenciación y polarización de las células ChRPE en 
cultivo, quisimos conocer el momento en el que se 
expresan las proteínas de polaridad apical y se forman los 
complejos durante el mismo. Para ello realizamos en primer 
lugar un análisis mediante Western blot de la expresión de 
PAR3, una de las proteínas del complejo Par, y de las 
proteínas del complejo Crb, PALS1 y CRB2. De esta 
manera observamos que la proteína PAR3 se expresa 
durante todo el proceso, desde los 7 hasta los 21 DIC 
(Figura 7). Sin embargo, PALS1 y CRB2 solo se expresan 
desde los 14 DIC en adelante (Figura 7). 
Debido a que las funciones descritas hasta la fecha de 
la mayoría de las proteínas de polaridad apical estudiadas se 
desarrollan en la membrana plasmática, cuando entran a 
formar parte de los complejos56, quisimos conocer la 
localización subcelular de estas proteínas durante el 
proceso de polarización. Para ello realizamos en primer 
lugar un marcaje inmunofluorescente de las proteínas del 
complejo Par: PAR3 y aPKC. De este modo observamos 
que PAR3 se localiza en la membrana plasmática durante 
todo el proceso, desde los 7 DIC en adelante (Figura 8A-C). Algo similar ocurre con la 
proteína aPKC, aunque el marcaje de membrana es algo más difuso, sobre todo a los 7 DIC 
(Figura 8D), pero delimita de forma precisa la membrana plasmática desde los 14 DIC en 
adelante (Figura 8E, F). A continuación estudiamos la localización de las proteínas del 
complejo Crb: PATJ, PALS1 y CRB2. PATJ, a los 7 DIC se encuentra formando estructuras 
en forma de ovillo en el citoplasma de las células (Figura 8G). A los 14 DIC la mayor parte 
de la proteína se encuentra en la membrana plasmática aunque algunas células aún presentan 
las estructuras en forma de ovillo (Figura 8H). Finalmente, a los 21 DIC, se encuentra 
principalmente en la membrana plasmática y, aunque sigue estando también en el citoplasma,   
Figura 7- Caracterización 
de la expresión de las 
proteínas de los complejos 
de polaridad apical en el 
desarrollo del cultivo de 
células ChRPE. El análisis 
mediante Western blot de 
extracto total de proteínas de 
las células ChRPE en cultivo 
muestra que la proteína del 
complejo PAR, PAR3, se 
expresa desde los 7 DIC en 
adelante y sus niveles se 
mantienen constantes hasta 
los 21 DIC. Las proteínas del 
complejo Crb, PALS1 y 
CRB2 se expresan desde los 
14 DIC y sus niveles de 
expresión se mantienen 
estables hasta los 21 DIC. β-





Figura 8- Estudio de la localización subcelular de las proteínas de los complejos de polaridad 
apical en el cultivo de células ChRPE. (A-F) Imágenes de microscopía láser confocal que muestran el 
marcaje por inmunofluorescencia de las proteínas del complejo Par, PAR3 y aPKC, localizadas en la 
membrana plasmática desde los 7 DIC en adelante. (G-I) La proteína del complejo Crb, PATJ, se localiza 
en el citoplasma a los 7 DIC, y en la membrana plasmática desde los 14 DIC en adelante. (J-L) La proteína 
del complejo Crb, PALS1, se expresa y localiza en la membrana plasmática desde los 14 DIC en adelante. 
(M-O) La expresión de CRB2, también del complejo Crb, comienza a los 14 DIC, cuando se localiza en el 
citoplasma, y se sitúa en la membrana plasmática a los 21 DIC. Barras de escala: 25 μm. 
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desaparece la distribución en forma de ovillo (Figura 8I). En cuanto a PALS1, al igual que 
comprobamos mediante Western blot, su expresión comienza a partir de los 14 DIC en 
adelante, y ya desde entonces se localiza exclusivamente en la membrana plasmática (Figura 
8J-L). CRB2, se expresa también a partir de los 14 DIC, pero inicialmente se detecta de 
forma difusa en el citoplasma, y es sólo a partir de los 21 DIC cuando se localiza con 
precisión en la membrana plasmática (Figura 8M-O). Por lo tanto, la expresión y 
localización en la membrana plasmática de las proteínas del complejo Par es anterior a la del 
complejo Crb, y coinciden temporalmente con el establecimiento de las uniones adherentes 
y ocluyentes respectivamente, con la excepción de CRB2 que es más tardía y se sitúa en la 
membrana plasmática en el momento de mayor polarización y diferenciación de la célula.  
Respecto al segundo objetivo de la presente tesis doctoral podemos concluir que: la 
expresión de CRB2 durante el proceso de polarización coincide con el momento de 
establecimiento de las uniones ocluyentes. Sin embargo, su localización en la membrana 
plasmática es posterior, y coincide con el momento de mayor diferenciación y polarización 
de las células ChRPE en cultivo. 
2.3 Análisis de los efectos del silenciamiento de CRB2 sobre la 
diferenciación y polarización de las células ChRPE 
A continuación abordamos el tercer objetivo de la presente tesis doctoral, que consiste 
en analizar el papel de CRB2 durante el proceso de polarización y diferenciación de las 
células de epitelio pigmentario. Para ello silenciamos la proteína con dos secuencias de 
shRNA diferentes (shCRB2#1 y shCRB2#2) en cultivos de células ChRPE independientes 
y analizamos sus efectos sobre varias características celulares a lo largo del proceso, 
comparados con los de un shRNA control (shCTR).  
Dado que detectamos la expresión de CRB2 a partir de los 14 DIC, comenzamos el 
análisis de los efectos que puede producir el silenciamiento en la diferenciación y 
polarización a partir de este estadio del cultivo. En primer lugar comprobamos mediante 
Western blot la efectividad en el silenciamiento de CRB2 mediante el uso de los dos shCRB2 
(Figura 9A) y observamos que éste no tiene ningún efecto sobre los niveles de expresión 
de β-catenina, Ocludina, PAR3 y PALS1 a los 14 DIC, al compararlos con los niveles de 
expresión de estas proteínas en células infectadas con el shCTR (Figura 9A). A 
continuación investigamos si el silenciamiento de CRB2 tiene algún efecto en la 
diferenciación celular. Sin embargo, el recuento de células positivas para Ki67 indica que no 
existen diferencias significativas entre las células infectadas con el shCTR y los shCRB2#1 
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y shCRB2#2 (p=0,876; n=16) (Figura 9B,E-G), ni en la densidad celular (p=0,933; n=18) 
(Figura 9C,E-G), ni en la medida de la TER (p=0,766; n=86) (Figura 9D). Aunque no se 
aprecian cambios sustanciales en estas medidas entre las diferentes condiciones 
experimentales, analizamos la localización subcelular de las proteínas de las uniones celulares 
y de los complejos de polaridad apical tras el silenciamiento de CRB2. Así observamos que 
β-catenina (Figura 10A), Ocludina (Fig10B), PAR3 (Figura 10C) y PALS1 (Figura 10D) 
se encuentran en la membrana plasmática tanto en las células infectadas, que se aprecian en 
verde porque expresan la proteína GFP, con los dos shCRB2 como en las infectadas con el 
shCTR, por lo que el silenciamiento de CRB2 a los 14 DIC no produce cambios en la 
formación de las uniones celulares ni en el establecimiento de los complejos de polaridad 
apical.  
Para comprobar los efectos del silenciamiento de CRB2 una vez finalizado el proceso 
de polarización y diferenciación, analizamos estos mismos parámetros en las células ChRPE 
a los 21 DIC, cuando la proteína CRB2 se localiza finalmente en la membrana plasmática. 
En primer lugar observamos mediante Western blot que el silenciamiento de CRB2 no tiene 
Figura 9- Caracterización de los efectos del silenciamiento de CRB2 en la diferenciación de las 
células ChRPE a 14 DIC. (A) Análisis mediante Western blot mostrando el silenciamiento de CRB2 con 
los shCRB2#1 y shCRB2#2 transcurridos 14 DIC. Este silenciamiento no produce cambios en los niveles 
de expresión de β-catenina, Ocludina, PAR3 o PALS1 al compararlos con el shCTR. (B) Representación 
gráfica mostrando que no existen diferencias significativas en el número de células en división, normalizado 
respecto al shCTR, (C) ni en la densidad celular del cultivo, (D) ni en la TER, entre los diferentes grupos 
experimentales. (E-G) Imágenes de epifluorescencia de células ChRPE en cultivo infectadas con los 
shCTR, shCRB2#1 y shCRB2#2 y teñidas para el marcador de proliferación celular Ki67 (en rojo) y los 
núcleos con DAPI (en azul), mostrando que no existen diferencias en la densidad celular ni en el número 
de células en división entre los diferentes grupos experimentales. Barras de error en (B-D): error estándar 
de la media. ns en (B-D): p valor > 0,05; Barras de escala en (E-G): 50 μm. 
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ningún efecto en los niveles de expresión de β-catenina, Ocludina, PAR3 y PALS1 a los 21 
DIC (Figura 11A). Sin embargo, sí observamos un incremento significativo en el número 
de células en proliferación de aproximadamente 2,5 veces ( =2,54 ± 0,84, n=10) en los 
cultivos infectados con el shCRB2#1 (p=0,015; n=20) y de aproximadamente 2 veces 
( =1,86 ± 0,28, n=10) en los cultivos infectados con el shCRB2#2, al compararlos con el 
número de células en proliferación de los cultivos infectados con el shCTR ( =1,00 ± 0,14, 
n=10) (p=0,013; n=20), pero no así entre los infectados con ambos shCRB2 (p=0,959; 
n=20) (Figura 11B,E-G). A pesar de este aumento en la proliferación no encontramos 
Figura 10- Estudio de los efectos del silenciamiento de CRB2 a 14 DIC en la localización subcelular 
de proteínas de las uniones celulares y de los complejos de polarización apical. Imágenes de 
microscopía láser confocal mostrando que el marcaje por inmunofluorescencia de (A) β-catenina, (B) 
Ocludina, (C) PAR3, (D) y PALS1, en la membrana plasmática a los 14 DIC es similar entre las células 
infectadas (en verde) con el shCTR, con el shCRB2#1 y con el shCRB2#2. Barras de escala: 10 μm. 
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diferencias en la densidad celular entre los cultivos infectados con los tres shRNAs (p=0,695; 
n=30) (Figura 11C,E-G), ni en el TER (p=0,403; n=165) (Figura 11D). Por último, 
comparamos la localización subcelular de las proteínas de las uniones celulares y de los 
complejos de polaridad en las células con CRB2 silenciada y las infectadas con shCTR. De 
este modo observamos que el silenciamiento de CRB2 a 21 DIC no produce cambios en la 
localización en la membrana plasmática de β-catenina (Figura 12A), pero sí de Ocludina, 
cuyo marcaje es sustancialmente más débil en las células silenciadas en comparación con las 
infectadas con el shCTR (Figura 12B). Tampoco observamos diferencias en la localización 
en la membrana plasmática de PAR3 (Figura 12C) pero sí de PALS1, cuyo marcaje es 
parcheado en la membrana plasmática de las células con CRB2 silenciada en comparación 
con el marcaje continuo en las células infectadas con el shCTR (Figura 12D). Por lo tanto, 
el silenciamiento de CRB2 a los 21 DIC causa una mayor proliferación celular y la 
localización aberrante de la proteína Ocludina y PALS1 en la membrana plasmática. 
Figura 11- Caracterización de los efectos del silenciamiento de CRB2 en la diferenciación de las 
células ChRPE a 21 DIC. (A) Análisis mediante Western blot mostrando el silenciamiento de CRB2 con 
los shCRB2#1 y shCRB2#2 transcurridos 21 DIC. Este silenciamiento no produce cambios en los niveles 
de expresión de β-catenina, Ocludina, PAR3 o PALS1 al compararlos con el shCTR. (B) Representación 
gráfica del número de células en división normalizado respecto al shCTR, mostrando que existe una mayor 
proliferación en los cultivos en los que se ha silenciado CRB2 con los shCRB2#1 y shCRB2#2. (C) 
Representación gráfica mostrando que no existen diferencias significativas en la densidad celular del cultivo, 
normalizada respecto al shCTR, (D) ni en la TER, entre los diferentes grupos experimentales. (E-G) 
Imágenes de epifluorescencia de células ChRPE en cultivo infectadas con los shCTR, shCRB2#1 y 
shCRB2#2 y teñidas para el marcador de proliferación celular Ki67 (en rojo) y los núcleos con DAPI (en 
azul), mostrando que la densidad celular es similar entre los tres grupos experimentales, pero la proliferación 
es mayor en los que se ha silenciado CRB2. Barras de error en (B-D): error estándar de la media. Barras de 




Podemos concluir respecto al tercer objetivo de la presente tesis doctoral que la llegada 
de CRB2 a la membrana plasmática es determinante para el mantenimiento de las uniones 
ocluyentes y del complejo Crb en la membrana plasmática, así como para la salida del ciclo 
celular de algunas células durante la finalización del proceso de polarización y diferenciación. 
Figura 12- Estudio de los efectos del silenciamiento de CRB2 a 21 DIC en la localización subcelular 
de proteínas de las uniones celulares y de los complejos de polaridad apical. Imágenes de 
microscopía láser confocal mostrando que el marcaje por inmunofluorescencia de (A) β-catenina y (C) 
PAR3 en la membrana plasmática a los 21 DIC es similar entre las células infectadas (en verde) con el 
shCTR, con el shCRB2#1 y con el shCRB2#2. (B) Sin embargo, sí existen diferencias en la localización de 
Ocludina entre las células infectadas con el shCTR, donde se localiza en la membrana plasmática (Cabezas 
de flecha), y las células en las que se ha silenciado CRB2 con el shCRB2#1 o con el shCRB2#2, donde su 
localización en la membrana plasmática es difusa, llegando a desaparecer en algunos casos (Cabezas de 
flecha). (D) También existen diferencias en la localización de PALS1 entre las células infectadas con el 
shCTR, donde tiene una distribución continua en la membrana plasmática (Cabezas de flecha) y las células 
en las que se ha silenciado CRB2 con el shCRB2#1 o con el shCRB2#2, donde se localiza de forma 




3. CRB2 es necesaria para el mantenimiento de la homeostasis 
del epitelio pigmentario 
Por último abordamos el cuarto objetivo de la presente tesis doctoral: estudiar el papel 
de CRB2 en el epitelio pigmentario in vivo. Para ello silenciamos la proteína CRB2 en este 
tipo celular mediante inyecciones subretinales de vectores lentivirales portadores de un 
shRNA dirigido contra el mRNA de CRB2 (shCRB2). Seleccionamos la secuencia en la que 
observamos el mayor nivel de silenciamiento en las células N2A (shCRB2#3) (Figura 2B) 
y analizamos y comparamos sus efectos con los de un shRNA control (shCTR), a los 60 días 
posinyección (DPI). 
3.1 Análisis de la efectividad del método de silenciamiento 
En primer lugar analizamos la eficiencia de infección de las células de epitelio 
pigmentario mediante esta técnica. Para ello, cuantificamos, en Flat Mounts de epitelio 
pigmentario, el porcentaje de área ocupada por las células infectadas, que expresan la 
proteína GFP, respecto del área total del Flat Mount. De este modo calculamos que el área 
de infección ocupa una media del 10 % del área del epitelio pigmentario ( =9,62 ± 1,80, 
n=15), y que no existen diferencias significativas entre el área infectada por los vectores con 
el shCTR y el shCRB2 (p=0,203; n=15) (Figura 13A). A continuación marcamos mediante 
inmunofluorescencia la proteína RPE65, que se expresa exclusivamente en el epitelio 
pigmentario, y observamos que los vectores lentivirales son capaces de infectar este tipo 
celular (Figura 13B, C, Cabeza de flecha en C´), pero no otros tipos celulares de la retina 
(Flecha en Figura 13C´). 
Por lo tanto, el método empleado permite infectar específicamente las células de epitelio 
pigmentario en un área suficientemente extensa como para poder analizar posibles efectos 
celulares del silenciamiento de CRB2. 
3.2 Estudio de los efectos del silenciamiento de CRB2 en el epitelio 
pigmentario 
Para analizar los efectos que produce el silenciamiento de CRB2 en las propias células 
de epitelio pigmentario, en primer lugar estudiamos el estado de las uniones celulares 
mediante el marcaje por inmunofluorescencia de ZO-1. Aunque no encontramos diferencias 
en la localización de esta proteína entre células infectadas con el shCTR y el shCRB2 (Figura 




Figura 13- Caracterización del método de infección de las células de epitelio pigmentario y análisis 
de los efectos del silenciamiento de CRB2 en las mismas. (A) Imagen representativa de un Flat Mount 
de epitelio pigmentario mostrando, mediante microscopía de epifluorescencia, el área que ocupan las células 
infectadas con vectores lentivirales que expresan la proteína GFP (punteado blanco). (B) Imagen de 
microscopía láser confocal del marcaje por inmunofluorescencia de la proteína RPE65 en Flat Mount de 
epitelio pigmentario, mostrando que las células infectadas (en verde) son células de epitelio pigmentario. 
(C, C´) Imágenes de microscopía láser confocal del marcaje por inmunofluorescencia de RPE65 en 
criosecciones de retina mostrando que los vectores lentivirales infectan de forma exclusiva las células de 
epitelio pigmentario (Cabeza de flecha en C´), pero no ningún otro tipo celular de la retina (Flecha en C´). 
(D) Imagen de microscopía láser confocal del marcaje por inmunofluorescencia de la proteína ZO-1, 
mostrando que esta proteína se localiza en la membrana plasmática de las células infectadas con el shCTR, 
que presentan la típica morfología epitelial poliédrica (Asteriscos en D). (D´) Las células infectadas con el 
shCRB2, aunque mantienen la localización de ZO-1 en la membrana plasmática, sufren cambios 
morfológicos severos como la deformación curva de la membrana plasmática (Asteriscos en D´). (E) 
Imagen de microscopía láser confocal del marcaje por inmunofluorescencia de la proteína PAR3, 
mostrando su localización continua en la membrana plasmática de las células infectadas con el shCTR 
(Cabeza de flecha en E). (E´) En las células infectadas con el shCRB2, sin embargo, PAR3 presenta una 
distribución parcheada en la membrana plasmática (Cabeza de flecha en E´) y también en el citoplasma 
(Flecha en E´). (F) Imagen de microscopía láser confocal del marcaje por inmunofluorescencia de la 
proteína PALS1 mostrando que, en células infectadas con el shCTR, PALS1 se extiende a lo largo de toda 
la membrana plasmática (Cabezas de flecha en F). (F´) Sin embargo, en células infectadas con el shCRB2, 
PALS1 desaparece de algunas zonas de la membrana plasmática (Cabezas de flecha en F´). Barra de escala 




infectadas con el shCTR mantienen la forma típica epitelial poliédrica (Asteriscos en 
Figura 13D), las que tienen CRB2 silenciado tienen muchas de sus caras curvas (Asteriscos 
en Figura 13D´). A continuación analizamos el estado de los complejos de polaridad apical 
mediante el marcaje por inmunofluorescencia de PAR3, y observamos que en las células 
infectadas con shCTR (Figura 13E), PAR3 se distribuye de forma continua por la 
membrana plasmática (Cabeza de flecha en Figura 13E), mientras que en las células 
infectadas con el shCRB2 (Figura 13E´), PAR3 tiene una localización discontinua y 
punteada en la membrana plasmática (Cabeza de flecha en Figura 13E´), así como en el 
citoplasma (Flecha en Figura 13E´). Por último, el marcaje mediante inmunofluorescencia 
de PALS1 muestra que en células infectadas con el shCTR (Figura 13F) PALS1 se 
distribuye a lo largo de toda la membrana plasmática (Cabezas de flecha en Figura 13F), 
mientras que en las células infectadas con el shCRB2 (Figura 13F´) no se localiza en muchas 
zonas de la membrana plasmática (Cabezas de flecha en Figura 13F´). 
Por lo tanto, el silenciamiento de CRB2 produce cambios en la morfología de las células 
de epitelio pigmentario así como la desorganización parcial de los complejos de polaridad 
apical Par y Crb. 
3.3 Análisis de los efectos del silenciamiento de CRB2 en la 
homeostasis de la retina 
Puesto que el silenciamiento de CRB2 en las células de epitelio pigmentario produce 
alteraciones en este tipo celular, en primer lugar quisimos saber si éstas tienen efectos en el 
mantenimiento de la homeostasis de la zona escleral de la retina. Para ello analizamos y 
comparamos las poblaciones de células microgliales presentes en el espacio subretinal de 
animales inyectados con el shCTR y con el shCRB2, ya que su presencia y tipo son un 
indicador directamente relacionado con la alteración y el grado de daño de esta zona172. 
Realizamos un marcaje inmunofluorescente para la proteína específica de células de 
microglía Iba1 en Flat Mounts de epitelio pigmentario (Figura 14A), y diferenciamos la 
población de microglía no fagocítica por su morfología ramificada (Flechas en Figura 
14A), y de la fagocítica por su morfología ameboide (Cabezas de flecha en Figura 14A). 
El recuento de estas células indica que existe un mayor número de células microgliales totales 
en los ojos inyectados con el shCRB2 ( =761,17 ± 54,07; n=6) (Figura 14B,D) en 
comparación con los que han sido inyectados con el shCTR ( =343,17 ± 105,78; n=6) 
(p=0,003; n=12) (Figura 14B,C). Sin embargo, cuando diferenciamos entre los tipos 
morfológicos de las células microgliales observamos que no existen diferencias significativas 
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en el número de células 
microgliales ramificadas 
entre los ojos inyectados 
con el shCTR ( =293,83 ± 
94,46; n=6), y los inyectados 
con el shCRB2 ( =314,50 
± 56,42; n=6) (p=0,855; 
n=12) (Figura 14B-D), 
pero sí en el número de 
células microgliales 
ameboides que es 
significativamente mayor en 
los ojos inyectados con el 
shCRB2 ( =446,67 ± 
146,36; n=6) respecto a los 
del shCTR ( =49,33 ± 
33,66; n=6) (p=0,006; 
n=12) (Figura 14B-D). La 
distribución de las células de 
ambos tipos se extiende a lo 
largo de todo el espacio 
subretinal en los dos grupos 
experimentales, aunque 
existe una concentración 
ligeramente mayor, 
especialmente de las células de fenotipo ameboide, en la zona de inyección (Figura 14C,D). 
Por lo tanto, el silenciamiento de CRB2 produce la llegada y activación de células 
microgliales al espacio subretinal. 
En vista de estos resultados, nos propusimos averiguar si el silenciamiento de CRB2 en 
las células de epitelio pigmentario tiene algún efecto en la homeostasis de la retina neural. 
Para ello analizamos el estado de una serie de proteínas que sufren alteraciones cuando se 
produce un daño en la retina, como es la sobreexpresión de GFAP por parte de las células 
de Müller202, o la desorganización de los segmentos externos de los fotorreceptores y de sus 
Figura 14- Análisis del efecto del silenciamiento de CRB2 en el 
espacio subretinal. (A) Imagen de microscopía láser confocal del 
marcaje por inmunofluorescencia de la proteína Iba1 mostrando las 
poblaciones de células de microglía de morfología ramificada (flechas) 
y ameboide (cabeza de flecha) junto con las células infectadas de 
epitelio pigmentario que expresan GFP (en verde). (B) Recuento y 
comparación de células microgliales presentes en el espacio subretinal 
de los ojos inyectados con el shCTR o con el shCRB2, mostrando que 
existen diferencias altamente significativas en el número de células 
microgliales totales (rojo más azul) y ameboides (azul), que son más 
abundantes al silenciar CRB2 en el epitelio pigmentario. Sin embargo, 
el número de células microgliales ramificadas (rojo) es similar en 
ambos casos. (C, D) Imágenes representativas de Flat Mounts de 
epitelio pigmentario mostrando la distribución y recuento de células 
de microglía con morfología ramificada (rojo) y ameboide (azul) 
presentes en el espacio subretinal en un ojo inyectado con el shCTR y 
con el shCRB2. Barra de escala en (A): 50 μm; (C,D): 1 mm. Barras de 
error en (B): error estándar de la media. ** en (B): p valor < 0,01 
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sinapsis194. En primer lugar comparamos 
los niveles de expresión de estas proteínas 
mediante Western blot, pero no detectamos 
diferencias entre los ojos inyectados con el 
shCTR y los del shCRB2 (Figura 15). A 
continuación analizamos la distribución de 
estas proteínas en la retina neural mediante 
inmunofluorescencia en criosecciones de 
retina adyacentes a la zona de inyección, 
donde la retina no ha sido dañada 
directamente durante el procedimiento. 
Observamos que las retinas de ambos 
grupos experimentales mantienen la 
laminación característica (Figura 16A-D). 
Además, tanto en los ojos inyectados con el shCTR (Figura 16A) como con el shCRB2 
(Figura 16A´), la proteína GFAP se encuentra principalmente expresada en las células de 
Müller a nivel de la membrana limitante interna, y en procesos de éstas en las capas internas 
de la retina (Cabezas de flecha en Figura 16A, A´). A continuación estudiamos el estado 
de los fotorreceptores con el marcador específico de conos PNA, y observamos que tanto 
en los ojos inyectados con el shCTR (Figura 16B) como con el shCRB2 (Figura 16B´) no 
existen alteraciones ni el segmento externo (Cabezas de flecha en Figura 16B, B´) ni en 
los terminales sinápticos de los conos (Flechas en Figura 16B, B´). Por último analizamos 
el estado de las capas plexiformes con el marcaje de la proteína Bassoon, no apreciándose 
diferencias evidentes en las sinapsis de los ojos inyectados con el shCTR (Figura 16C) 
respecto al shCRB2 (Figura 16C´), ni en la capa plexiforme externa (Cabezas de flecha 
en Figura 16C, C´) ni en la capa plexiforme interna (Flechas en Figura 16C, C´). Por lo 
tanto, aunque existe una reacción glial en ambos casos que, probablemente, se deba al 
método utilizado para liberar los vectores lentivirales en el espacio subretinal, no existen 
diferencias en el estado de la retina neural entre los ojos inyectados con el shCTR y los que 
han sido inyectados con el shCRB2. 
Podemos concluir respecto al cuarto y último objetivo que, a los 60 días del 
silenciamiento de CRB2 en las células del epitelio pigmentario in vivo aparecen alteraciones 
en estas células que originan una activación microglial en el espacio subretinal, lo que indica 
Figura 15- Análisis del efecto del 
silenciamiento de CRB2 en los niveles de 
expresión de indicadores del estado de la 
homeostasis de la retina neural. Análisis 
mediante Western blot de los niveles de expresión 
de GFAP, Rodopsina y Sinaptotagmina en ojos 
inyectados con el shCTR y el shCRB2 mostrando 
que no existen diferencias en ninguna de las 
proteínas entre los dos grupos experimentales. β-
actina empleada como control de carga. 
Resultados 
78 
que existe un daño en el epitelio pigmentario, pero que no parece afectar aún a la 
homeostasis de la retina neural. 
Figura 16- Análisis del efecto del silenciamiento de CRB2 en la localización de indicadores del 
estado de la homeostasis de la retina neural. (A,A´) Imagen de microscopía láser confocal del marcaje 
mediante inmunofluorescencia de la proteína GFAP mostrando que se localiza de forma similar, a nivel de 
la membrana limitante interna (Flechas en A, A´) y en procesos celulares más internos (Cabezas de flecha 
en A, A´), en los ojos inyectados con el shCTR y en los inyectados con el shCRB2. (B,B´) Tampoco existen 
diferencias en el segmento externo de los conos (Cabezas de flecha en B, B´) ni en sus terminales sinápticos 
(Flechas en B, B´), marcados con PNA, entre los ojos inyectados con el shCTR y el shCRB2. (C,C´) No 
existen diferencias en el estado de las sinapsis, valorada por el marcaje de Bassoon, entre los ojos inyectados 
con el shCTR y el shCRB2 ni en la capa plexiforme externa (Cabezas de flecha en C, C´) ni en la capa 
plexiforme interna (Flechas en C, C´). Barra de escala en (A-B´): 100 μm; (C, C´): 10 μm. MLI: Membrana 
limitante interna. SEF: Segmentos externos de los fotorreceptores. CPE: Capa plexiforme externa. CPI: 






El complejo Crb es un complejo proteico que determina la zona apical en las células 
polarizadas. Tiene un papel fundamental en la formación de tejidos durante el desarrollo 
embrionario y juega un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis en los tejidos 
maduros110. En mamíferos, está compuesto por las proteínas PALS1, PATJ y alguna de las 
isoformas CRB: CRB1, CRB2 o CRB3. Las proteínas CRB tienen una expresión dependiente 
de tejido, de modo que el complejo Crb se completa de manera diferente en cada tipo 
celular56. CRB3 es la isoforma más estudiada hasta el momento, y se expresa en números 
tejidos epiteliales94. La expresión de CRB1, por el contrario, está restringida al tejido 
nervioso, mientras que CRB2 se ha detectado en diferentes órganos como el riñón, la retina 
y el cerebro130. Mutaciones o alteraciones en los niveles de expresión de las proteínas del 
complejo Crb son causantes de diversas patologías en humanos, entre las que destacan las 
que afectan a CRB3, que provocan la aparición de tumores151; aquellas que afectan a CRB2 
y que producen malformaciones durante el desarrollo139; y las mutaciones de CRB1, que dan 
origen a enfermedades degenerativas de la retina113, 137.  
En la retina neural de mamíferos se expresan las tres isoformas CRB, principalmente en 
las células de Müller y los fotorreceptores, junto con el resto de componentes del 
complejo203. En el epitelio pigmentario, aunque se ha detectado la expresión de las proteínas 
PALS1157 y PATJ184, aún no se había descrito la expresión de ninguna de las isoformas CRB.  
Sin embargo, sí se había detectado la expresión del mRNA de Crb2130, por lo que la proteína 
CRB2 era una firme candidata para completar el complejo Crb en este tejido. 
Debido a la importancia que tiene el complejo Crb en las células polarizadas, y al 
desconocimiento de la expresión de alguna isoforma de la familia de proteínas CRB en el 
epitelio pigmentario, en el presente trabajo hemos descrito por primera vez la expresión de 
CRB2 en este tejido, así como su función durante el proceso de polarización apicobasal de 
estas células epiteliales y una vez terminado el mismo. 
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1. La expresión de CRB2 en el epitelio pigmentario 
1.1 La expresión dependiente de tejido de las isoformas Crb 
En el presente trabajo hemos detectado la expresión del mRNA Crb2 en el epitelio 
pigmentario del ratón adulto, descartando al mismo tiempo LAde Crb1, y reafirmando así 
los resultados de un trabajo previo130. Además, hemos descrito la expresión del mRNA Crb3 
en este tipo celular, algo que no se había observado hasta la fecha. Estos datos resaltan la 
expresión dependiente de tejido de cada una de las tres isoformas, y refuerzan la importancia 
que tienen Crb2 y Crb3 en tejidos epiteliales, ya que describimos la expresión de estos mRNA 
en otro tejido epitelial donde se desconocía hasta ahora, mientras que restringe la presencia 
de Crb1 al tejido nervioso. 
1.2 La detección de CRB2 en el epitelio pigmentario 
Existen numerosos estudios donde se ha analizado la localización y función de CRB2 y 
CRB3 en el conjunto de la retina, pero en ninguno de ellos se ha podido demostrar la 
expresión de alguna estas proteínas en el epitelio pigmentario141, 142, 185, 190, 203. Los anticuerpos 
utilizados para detectar CRB2, en su mayor parte dirigidos contra la región extracelular de 
la proteína, no la localizan en el epitelio pigmentario125, 142, 184. Una de las razones que pueden 
explicar este hecho es que los anticuerpos y métodos utilizados en estos trabajos no eran los 
apropiados para su detección en este tejido. Puesto que estos anticuerpos no están 
disponibles comercialmente, y los escasos que sí lo están no proporcionaron resultados 
satisfactorios en la detección de la proteína en este tejido, decidimos generar y caracterizar 
un nuevo anticuerpo dirigido contra la región intracelular que asegurara la inmunodetección 
de CRB2 en cualquier tipo celular. Hemos comprobado la especificidad del anticuerpo en 
diferentes líneas celulares mediante el análisis por Western blot de la sobreexpresión y 
silenciamiento de CRB2, lo que nos ha permitido confirmar la expresión de esta proteína en 
el epitelio pigmentario, así como en las células ChRPE, y en retina y cerebro de ratón, donde 
ya había sido detectada previamente141, 155, 184. 
En todos estos tipos celulares, CRB2 tiene un peso molecular de aproximadamente 150 
kDa, muy cercano al peso molecular estimado, que es de 134 kDa199. Además, en los distintos 
tejidos de ratón analizados detectamos una banda adicional a 260 kDa que las diferentes 
técnicas empleadas no nos han permitido confirmar si efectivamente corresponde a la misma 
proteína. De hecho, en la literatura encontramos resultados muy diversos en cuanto al peso 
molecular detectado de CRB2, habiendo sido descrito desde los 100 a los 220 kDa en 
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diferentes modelos, como la línea celular CGR 8.8 de ratón140, cerebro embrionario de 
ratón155, cerebro de Macaca fascicularis125 y en las líneas celulares de origen humano HEK293 
y SH-SYS5125, 204. Puesto que los ortólogos de CRB2 de estas especies son muy similares 
entre sí, las diferencias en el peso molecular podrían deberse a modificaciones 
postraduccionales de la proteína, a procesos de splicing alternativo del mRNA dependientes 
del tejido o del contexto experimental, o bien a ambos. Este tipo de modificaciones ya se 
han detectado en CRB3, que es susceptible de sufrir distintos tipos de glicosilación116, 205, o 
en CRB1, que puede sufrir un splicing alternativo dependiente de tejido que da origen a una 
proteína secretable de menor tamaño117, 187. Este mismo proceso se ha observado para el 
mRNA de CRB2115, aunque por ahora no se ha identificado ningún producto transcrito de 
estas características, siendo necesarios nuevos experimentos que confirmen esta hipótesis. 
Además, hemos descartado la reacción cruzada del anticuerpo con CRB3, lo que indica 
que la región seleccionada para generar el anticuerpo dirigido contra CRB2, a pesar de 
compartir un 50 % de aminoácidos entre ambas proteínas, es suficientemente diferente 
como para distinguir exclusivamente la secuencia de CRB2. Sin embargo, aunque la 
secuencia seleccionada para generar el anticuerpo muestra el mismo grado de similitud con 
la de CRB1 (50 %), no descartamos que el anticuerpo reconozca también esta isoforma, 
pero, puesto que CRB1 no se expresa en el epitelio pigmentario, la reacción cruzada nunca 
se podría dar en este tejido. 
Por lo tanto, dada la alta especificidad del anticuerpo, demostrada por diferentes 
métodos, creemos que la banda proteica de mayor peso molecular puede corresponder a 
CRB2 tras sufrir modificaciones postraduccionales tales como glicosilaciones, o a la 
formación de agregados proteicos, procesos que se ha demostrado le ocurren a la proteína 
CRB2 humana125. 
1.3 La localización de CRB2 en el epitelio pigmentario 
Los análisis realizados mediante inmunofluorescencia en Flat Mounts de epitelio 
pigmentario indican que CRB2 se localiza en las uniones ocluyentes, junto a PALS1, otra 
proteína del complejo Crb, de la misma forma que lo hace el conjunto de proteínas del 
complejo en otras células epiteliales52, 145. Destacamos que CRB2 sólo pudo ser detectada 
mediante el empleo de Flat Mounts de epitelio pigmentario, y no mediante criosecciones de 
retina y epitelio pigmentario, de forma similar a lo descrito para PALS1 en otros trabajos157, 
206, y que también podría explicar por qué no se había detectado CRB2 previamente en este 
tipo celular, pero sí en fotorreceptores y células de Müller141, 142, 184, 203. Cabe señalar que CRB2 
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y PALS1 no colocalizan completamente en la membrana apicolateral, ya que PALS1 muestra 
una distribución continua a lo largo de esta, mientras que CRB2 lo hace de manera 
parcheada. Esto abre la posibilidad a que PALS1 no se encuentre siempre unida a CRB2 en 
estas células, y que pueda hacerlo también a CRB3, cuyo mRNA hemos demostrado que se 
encuentra expresado en el epitelio pigmentario. La coexpresión de CRB2 y CRB3 se ha 
detectado en células de Müller y fotorreceptores142, 185, 203, y, aunque ambas intervienen en la 
dotación de polaridad apicobasal y en la estabilización de las uniones ocluyentes, CRB2 
posee un gran dominio extracelular del cual carece CRB3116, y cuya función es aún 
controvertida, por lo que ambas podrían tener papeles complementarios en el tejido. 
Además de en la membrana apicolateral, CRB2 muestra también una distribución 
punteada en el citoplasma. Al igual que ocurre con numerosas proteínas de las uniones 
celulares, el control del tráfico de las proteínas CRB desde su síntesis en el aparato de Golgi 
hasta alcanzar la membrana apical y viceversa, es esencial para la regulación de la función 
del complejo en célula205, 207, 208. Por ello, creemos probable que el marcaje punteado de CRB2 
en el citoplasma corresponda a la proteína que está siendo transportada entre estas dos 
localizaciones, aunque son necesarios experimentos que confirmen esta hipótesis. 
Para marcar CRB2 en las células ChRPE en cultivo hemos empleado un nuevo 
anticuerpo comercial que no estaba disponible inicialmente, que ha proporcionado 
resultados satisfactorios en estas condiciones, confirmando así la expresión de CRB2 en este 
tipo celular mediante la utilización de una herramienta diferente. 
Por lo tanto, todos estos resultados demuestran por primera vez que CRB2, con un peso 
de 150 kDa, se expresa en el epitelio pigmentario maduro, donde se localiza en las uniones 
ocluyentes. Hasta ahora, este tejido resultaba ser una excepción donde el complejo Crb no 
se expresaba al completo, pero estos resultados no solo demuestran que CRB2 forma parte 
del complejo Crb en este tejido sino que también abren la puerta a la expresión de CRB3. 
2. Las células ChRPE: Un nuevo modelo para el estudio in 
vitro del epitelio pigmentario 
En vista de estos resultados, y teniendo en cuenta la importancia que tiene una adecuada 
polarización apicobasal de las células de epitelio pigmentario para el mantenimiento de la 
homeostasis del conjunto de la retina157, 209, decidimos estudiar el papel de CRB2 en este tipo 
celular. Para ello hemos analizado su función mediante el silenciamiento de la proteína 
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durante la adquisición de polaridad apicobasal de células de epitelio pigmentario humano en 
cultivo, y una vez ya establecida, en células de epitelio pigmentario de ratones adultos in vivo. 
2.1 Modelos de cultivo para el estudio de la polaridad apicobasal y del 
epitelio pigmentario 
Gran parte de los estudios publicados sobre la función de las proteínas de los complejos 
de polaridad han sido realizados en las líneas celulares inmortalizadas MDCK (Madin-Darby 
Canine Kidney), que derivan de epitelio renal canino, y Caco2, derivadas de adenocarcinoma 
de colon humano94, 114, 158, 207, 210. Estas dos líneas celulares son capaces de formar monocapas 
que presentan uniones ocluyentes y un alto grado de polaridad apicobasal110, 211, 212, pero al 
no provenir de epitelio pigmentario no cumplen con uno de los requisitos necesarios para 
ser objeto de nuestro estudio.  
Sin embargo, sí existe un gran número de líneas celulares inmortalizadas derivadas de 
epitelio pigmentario, entre las que destaca la línea celular de origen humano ARPE-19, 
donde actualmente se realizan gran parte de los estudios in vitro sobre la biología de estas 
células213. Esta línea celular puede llegar a mostrar cierto grado de polarización apicobasal 
bajo determinadas condiciones de cultivo, pero no alcanza niveles de polarización y 
diferenciación similares a los de un epitelio pigmentario in vivo214, 215. Los mejores resultados 
en cuanto a la semejanza al fenotipo epitelial se han conseguido con cultivos primarios de 
células fetales de epitelio pigmentario humano, además de con células madre embrionarias 
y células madre pluripotentes inducidas, diferenciadas a epitelio pigmentario, que son las que 
presentan características más parecidas a las encontradas en el epitelio pigmentario in vivo, 
aunque su disponibilidad es más limitada que en el caso de las líneas celulares inmortalizadas, 
ya que mueren tras un número limitado de pases215, 216. Por último, son también habituales 
los cultivos primarios de células de epitelio pigmentario de distintos animales, entre los que 
se encuentra el ratón, el pollo, la vaca o el cerdo, donde se han analizado distintos aspectos 
de la biología de este tipo celular, y cuya disponibilidad es mayor que en el caso de las células 
de origen humano, pero en los que no se ha alcanzado una significativa polarización 
apicobasal215.  
Otro factor fundamental para el desarrollo del fenotipo epitelial, además del origen de 
las células, son las condiciones de cultivo, y en concreto el sustrato y el medio de cultivo. El 
medio de cultivo más utilizado es el DMEM/F12, suplementado con una variedad de 
factores de crecimiento dependiendo del estudio, y en el que se regula también la cantidad 
de suero fetal bovino que contiene el medio215. En cuanto a los sustratos utilizados, estos 
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varían desde placas de cultivo sin ningún tratamiento especial a estar recubiertas de 
materiales como colágeno, laminina o matrigel, que favorecen la adhesión y el desarrollo de 
las células epiteliales215. Sin embargo, existe consenso en que los mayores niveles de 
polarización y diferenciación epitelial de las células se consiguen cuando son cultivadas en 
cestas Transwell®, que les permiten diferenciar una zona apical de una basal217. 
2.2 El fenotipo epitelial de las células ChRPE en cultivo 
Inicialmente, realizamos pruebas de inmunofluorescencia para CRB2 tanto en la línea 
celular ARPE-19 como en cultivos primarios de células de epitelio pigmentario de ratón 
siguiendo diferentes protocolos de cultivo217, 218, pero en todos los detectamos que, aunque 
expresada, la proteína permanece en el aparato de Golgi sin llegar a localizarse en la 
membrana plasmática (resultados no mostrados). Posteriormente comprobamos que esta 
observación también ocurre en las línea celular de origen murino mIMCD-3 (ATTC®), 
derivada de células de la médula renal (resultados no mostrados), por lo que parece que es 
un comportamiento común de CRB2 en varios tipos celulares epiteliales, caracterizados por 
mostrar un bajo desarrollo de la polaridad apicobasal. 
La falta de un modelo válido para la realización del estudio sobre el papel de CRB2 
durante el proceso de polarización, nos llevó a emplear un nuevo modelo de células de 
epitelio pigmentario humano en cultivo adquiridas a la casa comercial LONZA, las células 
Clonetics™ Human RPE (ChRPE). Tras seguir el protocolo de cultivo indicado en la 
sección “Materiales y Métodos” de la presente tesis doctoral, hemos observado que las 
células proliferan hasta formar una monocapa de una determinada densidad celular, 
momento en el cual comienza un proceso de diferenciación, que conlleva la inhibición del 
ciclo celular, ralentizando paulatinamente la tasa de proliferación. Esto va acompañado por 
un proceso de polarización apicobasal, en el que las células adquieren morfología poliédrica 
mediante el desarrollo del cinturón de Actina; se forman estructuras celulares como las 
microvellosidades en la zona apical y el laberinto basal; se polarizan orgánulos como las 
mitocondrias y el núcleo, que se sitúan en la zona basal; y se forman uniones celulares en la 
membrana apicolateral. Además, el cultivo muestra un comportamiento fisiológico típico de 
los epitelios, como es el cierre progresivo al paso de iones a través del espacio paracelular. 
Finalmente, tras 21 días en cultivo, las células presentan la proteína CRB2 localizada en la 
membrana plasmática, al igual que observamos que ocurre en las células de epitelio 
pigmentario maduro in vivo.  
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Por lo tanto, el modelo de cultivo de células ChRPE empleado y puesto a punto en este 
trabajo, presenta características propias de un epitelio con un alto grado de diferenciación y 
polaridad apicobasal215, y es válido para realizar el análisis de la función de CRB2 en este tipo 
celular. 
Además presenta una serie de ventajas para el estudio de la biología general de las células 
epiteliales respecto a modelos similares puesto que:  
1- Las células son de fácil adquisición, ya que están disponibles comercialmente. 
2- Son de fácil cultivo, puesto que sólo requiere la siembra de las células en cestas 
Transwell® y el uso de un único medio de cultivo también disponible 
comercialmente. 
3- Desarrollan un alto grado de polarización apicobasal y de diferenciación comparable 
al observado en las células in vivo.  
4- Son de origen humano, lo que les proporciona un valor añadido como modelo para 
el estudio de enfermedades que afectan a este tejido en nuestra especie. 
 
Por el contrario, tiene algunas desventajas como que:  
1- Las características epiteliales de las células dejan de estar presentes tras numerosos 
pases, por lo que el número disponible de células no es ilimitado. 
2- La composición del medio de cultivo se desconoce, ya que está preservado bajo 
secreto comercial. 
3- El tiempo que tardan en adquirir un alto grado de polaridad es relativamente lento, 
21 días en cultivo, al compararlo con otros modelos que suelen necesitar 
aproximadamente una semana158; aunque este hecho ha sido clave para el estudio del 
proceso de polarización apicobasal, ya que nos ha permitido diferenciar y analizar 
cada una de las etapas del proceso con mayor facilidad. 
3. El patrón de expresión y localización de las proteínas de 
polaridad apical durante el proceso de polarización epitelial 
3.1 La formación de las uniones celulares durante el proceso de 
polarización 
La caracterización del desarrollo morfofisiológico del cultivo nos ha permitido observar 
que existe una coordinación temporal entre la formación de las uniones celulares y la de los 
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complejos Par y Crb durante el proceso de polarización apicobasal. El establecimiento de 
las uniones celulares en nuestro modelo sigue el orden generalmente descrito en otros 
epitelios8, en el que primero se forman las uniones adherentes, donde detectamos las 
proteínas β-catenina y ZO-1, cuando las células no muestran aún apenas signos de 
polarización apicobasal y una gran parte se encuentra en proliferación; y después las uniones 
ocluyentes, donde se localiza la proteína Ocludina, a la vez que las células comienzan a 
desarrollar características polarizadas y a diferenciarse. El hecho de que ZO-1 se localice en 
las uniones adherentes de forma previa a la formación de las uniones ocluyentes27, no suele 
tenerse en cuenta en un gran número de estudios sobre la polarización de las células 
epiteliales, que utilizan la presencia de esta proteína en la membrana plasmática como 
marcador de uniones ocluyentes219 y, por lo tanto, de polarización y diferenciación. Sin 
embargo, como hemos observado, ZO-1 se localiza en la membrana plasmática no solo en 
ausencia de uniones celulares ocluyentes, sino que también durante un momento en el que 
las células presentan un bajo grado de diferenciación y polarización apicobasal, por lo que 
su utilización como marcador de las uniones ocluyentes debería ir acompañado de otro tipo 
de pruebas que así lo certifiquen.  
3.2 La formación del complejo Par durante el proceso de polarización 
La formación de las uniones adherentes y ocluyentes coincide temporalmente con el 
establecimiento en la membrana plasmática de los complejos Par y Crb respectivamente, 
aunque cada uno presenta determinados matices en su formación. 
Las proteínas del complejo Par: PAR3 y aPKC, se expresan y localizan en la membrana 
plasmática desde un momento temprano del proceso de polarización, como ya había sido 
descrito en otros epitelios, cuando las uniones adherentes se encuentran formadas, pero no 
así las ocluyentes, y las células muestran aún un bajo grado de polaridad apicobasal220, 221, 222, 
223, 224. Ambas proteínas se mantienen en la membrana plasmática durante todo el proceso, 
si bien su distribución se define conforme la célula desarrolla la morfología epitelial.  
Por lo tanto, las uniones adherentes y el complejo Par están presentes en la membrana 
plasmática durante todo el proceso de polarización epitelial, también cuando las células 
muestran un bajo grado de diferenciación y polarización apicobasal, por lo que su utilización 
como marcadores de madurez de la célula epitelial debería ir acompañada siempre de análisis 
complementarios que así lo determinen.  
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3.3 La formación del complejo Crb durante el proceso de polarización 
La llegada de las proteínas del complejo Crb: PATJ, PALS1 y CRB2, a la membrana 
plasmática trascurre junto con la formación de las uniones ocluyentes, durante un estado 
intermedio de la polarización apicobasal; sin embargo, cada una de ellas muestra un 
comportamiento particular en este proceso. 
PATJ es la primera proteína del complejo Crb en expresarse, y lo hace de manera previa 
a la formación de este tipo de uniones. En ese momento, PATJ presenta una localización 
citoplasmática, con una distribución peculiar, en forma de ovillos de aspecto filamentoso, 
que recuerda a elementos del citoesqueleto. La reorganización del citoesqueleto durante el 
proceso de polarización apicobasal ha sido extensamente estudiada8, 41, pero, por el 
momento, la única proteína de la cual se ha descrito la capacidad de coordinar la actividad 
de los complejos de polaridad y cambios en el citoesqueleto es aPKC, aunque el modo en el 
que lo realiza aún se desconoce99. Esta proteína es activada por las GTPasas pequeñas Cdc42 
y Rac1, cuya implicación en este tipo de eventos es muy conocida104, y se localiza en zonas 
donde se produce un reordenamiento del citoesqueleto gracias, al menos en parte, a PATJ225, 
que, a su vez, es capaz de formar un complejo con la proteína activadora de Cdc42, Rich1226. 
Por lo tanto, existen numerosos datos que sugieren que PATJ podría ser el elemento que 
pusiera en contacto a estos actores, aunque son necesarios estudios específicos que 
confirmen esta hipótesis.  
A continuación, coincide temporalmente la aparición de las uniones ocluyentes con el 
comienzo de la expresión de CRB2 y PALS1, y la localización de esta última junto a PATJ 
en la membrana plasmática, aunque no de CRB2, que permanece en el citoplasma. La 
relación directa entre la formación de las uniones ocluyentes y la del complejo Crb ha sido 
muy estudiada en diversos tipos celulares 93, 94, 123, 158, 160, sin embargo, aún no podemos afirmar 
cuál de los dos procesos ocurre en primer lugar o si lo hacen simultáneamente, por lo que 
son necesarios estudios más exhaustivos de este proceso que respondan a esta pregunta. 
También se desconoce si la formación del complejo Crb ocurre con la llegada simultánea a 
la membrana plasmática de los distintos miembros, o es alguno de ellos específicamente el 
que inicia el proceso. Nosotros hemos comprobado que en las células ChRPE, CRB2 se 
encuentra expresada en este momento, pero su localización es principalmente 
citoplasmática, por lo que quedaría descartada para iniciar el proceso de formación del 
complejo en la membrana plasmática. Desafortunadamente, no disponemos datos sobre la 
expresión ni localización de CRB3 debido a la falta de herramientas para su estudio, por lo 
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que no podemos confirmar o descartar su presencia en la membrana plasmática en este 
momento. La sobreexpresión de CRB3 ha sido relacionada con la formación de uniones 
ocluyentes en la línea celular MCF10A que normalmente carece de ellas123, 227, implicándola 
directamente con el inicio de la formación de las mismas. Sin embargo, también se ha 
observado que las proteínas PALS1 y PATJ se localizan en la membrana plasmática mientras 
CRB3 muestra una localización citoplasmática durante procesos de migración celular225, 228, 
lo que relaciona de nuevo a las primeras con procesos de reorganización del citoesqueleto, 
y que demuestra que PALS1 y PATJ pueden formar parte del complejo sin la necesidad de 
CRB3. Entre las proteínas PALS1 y PATJ existe una relación interdependiente muy fuerte, 
mayor que con las proteínas CRB, tanto en su expresión como en la localización en la 
membrana plasmática158, 210, lo que hace muy complicado el estudio independiente de la 
función de ambas. Teniendo además en cuenta que los niveles de expresión de PATJ se 
estabilizan con la presencia de PALS1152, creemos probable que la expresión y localización 
en la membrana plasmática de PALS1 sea también la responsable de estabilizar la 
localización de PATJ en ella, pero falta determinar si PALS1 es la que inicia este proceso o 
bien si llega a la membrana plasmática con la ayuda de otra proteína como CRB3.  
Finalmente detectamos la llegada de CRB2 a la membrana plasmática, siendo esta la 
última proteína estudiada en llegar a formar parte del complejo Crb y de las uniones celulares. 
Como hemos comentado, algunos estudios sugieren que CRB3 es capaz de iniciar la 
formación de las uniones ocluyentes, al anclar el resto de proteínas del complejo Crb a la 
membrana plasmática123, 227. Nuestros datos indican que no sucede lo mismo con CRB2, pues 
su localización en la membrana plasmática es posterior al inicio de formación de estas 
uniones. Es posible que ambas puedan desarrollar papeles complementarios durante este 
proceso, que podrían venir determinados por sus diferencias en el dominio extracelular116. 
En cualquier modo, nuestras observaciones indican que la llegada de CRB2 a la membrana 
plasmática coincide con el momento en el que las células muestran el mayor grado de 
polarización y diferenciación analizado, por lo que sin duda, al menos CRB2 debería ser 
considerada más bien como marcador de una etapa avanzada de la polarización apicobasal 
y, por lo tanto, de un epitelio ya maduro. 
Por lo tanto, la expresión y localización de las diferentes proteínas de los complejos de 
polaridad apical Par y Crb varía dependiendo del momento del proceso de polarización 
apicobasal de la célula, hecho que puede ser utilizado para diferenciar el estado en el que 
esta se encuentra. En el inicio del proceso, cuando aún la célula no muestra apenas 
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características polarizadas, se detectan en la membrana plasmática las proteínas del complejo 
Par, PAR3 y aPKC, y la proteína del complejo Crb, PATJ, en el citoplasma. A continuación, 
cuando la célula se encuentra en un momento intermedio en el proceso de polarización, y 
muestra cierto grado de polaridad, PATJ y PALS1 se localizan junto con las proteínas del 
complejo Par en la membrana plasmática, pero no así CRB2, que se encuentra 
principalmente en el citoplasma. Es, finalmente, cuando la célula muestra el mayor grado de 
diferenciación y polarización apicobasal, cuando encontramos localizados en la membrana 
plasmática a los complejos Par y Crb al completo, incluida CRB2. 
4. La función de CRB2 durante el proceso de polarización 
apicobasal 
La función del complejo Crb se encuentra regulada de forma coordinada entre las 
diferentes proteínas que lo forman. Gran parte de la información sobre su función ha sido 
obtenida mediante experimentos in vivo, donde se ha observado que la falta de cualquiera de 
los miembros desencadena la desestabilización del conjunto de proteínas del complejo y de 
las uniones celulares, y produce alteraciones en la polaridad apicobasal y en la diferenciación 
celular. Todo ello, finalmente causa la pérdida de la homeostasis del tejido, provocando, en 
último caso, la muerte celular141, 143, 144, 157, 184, 187, 190. A pesar de la relevancia que se ha 
observado que tienen este grupo de proteínas en los organismos vivos, los experimentos in 
vivo aportan escasa información, y difícil de desentrañar, sobre los mecanismos moleculares 
directamente implicados en las degeneraciones observadas. Para ello, han sido muy útiles los 
estudios realizados in vitro; que han mostrado la existencia de una regulación mucho más 
sutil entre la función e interacción de las diferentes proteínas. Así, se han estudiado los 
mecanismos que, tras la pérdida de alguna de ellas, provocan la deslocalización de la 
membrana plasmática, o en algunos casos la disminución de la expresión, del resto de 
proteínas del complejo, y que finalmente, bajo determinadas circunstancias, conducen a la 
pérdida de las uniones celulares, de la polaridad apicobasal y, solo en algún caso, también a 
la integridad celular94, 140, 152, 158. 
Los diversos estudios realizados sobre la carencia de CRB2 in vivo muestran cómo su 
disfunción produce alteraciones severas de la homeostasis durante el desarrollo embrionario 
y en la etapa adulta138, 139, 141, 229. Sin embargo, el nuestro es el primer estudio realizado sobre 
la función de CRB2 en células epiteliales in vitro, para lo que hemos analizado los efectos que 
produce el silenciamiento de la proteína desde el inicio del proceso de polarización 
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apicobasal. La carencia de CRB2 no afecta en ningún momento a los niveles de expresión 
de las proteínas β-catenina, Ocludina, PAR3 y PALS1, algo similar a lo que ocurre al silenciar 
proteínas del complejo Crb en modelos similares89, 158, 207, 210. Todos los efectos observados 
ocurren durante la etapa avanzada de la polarización, cuando la proteína debería estar 
finalmente localizada en la membrana plasmática junto al resto de miembros del complejo 
Crb y Par. Esto abre la incógnita de si CRB2 desempeña alguna función mientras se 
encuentra localizada en el citoplasma, cuando aún no ha entrado a formar parte del complejo 
Crb en la membrana plasmática. La isoforma CRB3B, caracterizada por mostrar una 
secuencia aminoacídica distinta a la isoforma CRB3A en su extremo C-terminal debido a un 
splicing alternativo, tiene una localización citoplasmática desde donde interviene en el control 
de la citocinesis y la ciliogénesis de las células epiteliales122. Se desconoce si CRB2 puede 
sufrir una modificación similar, aunque sí se han detectado mecanismos de splicing alternativo 
que podrían generar proteínas CRB2 secretables115, pero nunca una isoforma con un 
extremo C-terminal diferente que pudiera realizar una función semejante a la de CRB3B. De 
ser así, el anticuerpo utilizado en este trabajo no discriminaría entre las dos isoformas, ya 
que reconocería aminoácidos comunes del dominio citoplasmático entre ambas proteínas. 
Sin embargo, la proteína CRB3B citoplasmática se localiza en el centrosoma, algo que nunca 
hemos observado para CRB2, y su silenciamiento produce la aparición de células 
multinucleadas122, lo que tampoco hemos observado durante nuestro estudio, por lo que la 
localización de CRB2 en el citoplasma parece que no está relacionada con funciones 
similares a las descritas para CRB3B. Curiosamente, sí se ha descrito cómo la proteína p60 
AmotL2 es capaz de retener a CRB3 en el citoplasma cuando las células epiteliales pierden 
la polaridad apicobasal mediante la inhibición de su transporte por el complejo TRAPPII 
(Tansport Protein Particle II) desde el aparato de Golgi a la membrana plasmática208, por lo 
que creemos mucho más probable que la localización de CRB2 en el citoplasma se deba a 
un proceso de regulación similar a este.  
Una de las principales funciones directamente atribuidas al complejo Crb desde los 
comienzos de su estudio ha sido el de ser un complejo clave para el establecimiento y 
mantenimiento de las uniones ocluyentes de las células epiteliales110, 112. Sin embargo, 
nuestros resultados sirven para matizar esta afirmación, al menos para el papel de CRB2, ya 
que su llegada a la membrana plasmática influye positivamente en el mantenimiento de las 
uniones ocluyentes de las células epiteliales, pero no en su establecimiento, ya que el 
silenciamiento de CRB2, cuando la proteína tiene una localización citoplasmática, no evita 
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la formación de estas uniones. Creemos importante señalar que parte de la controversia 
generada alrededor de estas afirmaciones podría derivar del análisis de los resultados 
observados tras el silenciamiento de las proteínas del complejo Crb in vitro. En esos estudios 
previos se observó que las células polarizadas con defectos en alguna de estas proteínas 
reestablecen más lentamente las uniones ocluyentes tras realizar un procedimiento 
denominado Calcium Switch Assay91, 94, 145, 158, 160, pero no muestran ninguna alteración durante 
el desarrollo normal del cultivo. Este procedimiento consiste en la retirada repentina del ion 
Ca2+ del medio de cultivo una vez que las células se encuentran polarizadas, lo que provoca 
la desintegración de las uniones celulares, dependientes de este ion; y a continuación la 
reposición del Ca2+, que favorece su restablecimiento230. El Calcium Switch Assay provoca una 
reacción fisiológica en las células que les permite adecuarse a los diferentes cambios en el 
medio, que consiste, entre otros, en la endocitosis de las proteínas de las uniones celulares 
que son mantenidas en vesículas listas para ser devueltas a la membrana plasmática tras el 
restablecimiento de los niveles adecuados de Ca2+ en el medio231, 232. Lo que es más 
interesante, el proceso de retorno de las proteínas endocitadas parece estar regulado, al 
menos en parte, por la proteína del complejo Par, PAR377, lo que subraya la importancia que 
tiene en el proceso la expresión previa de ciertos componentes de los complejos de 
polaridad. Por lo tanto, el restablecimiento de las uniones celulares que ocurre tras el Calcium 
Switch Assay podría ser considerado como un proceso intermedio entre el de su 
establecimiento o formación de novo, y el de mantenimiento, ya que gran parte de los 
miembros de estas estructuras son reciclados, y la célula mantiene algunas de las 
características polarizadas previas a las de su desorganización. Por lo tanto, CRB2, 
intervendría en el proceso de mantenimiento de las uniones ocluyentes, siendo estas mucho 
más sensibles a la falta de CRB2 que lo observado para el resto de proteínas del complejo 
Crb, pero no de su establecimiento; y falta por conocer su papel en el restablecimiento de 
las mismas.  
Por otro lado, a pesar de los defectos que el silenciamiento de CRB2 causa en el 
mantenimiento de las uniones ocluyentes, no detectamos cambios en la TER, que viene 
determinado principalmente por el estado de este tipo de uniones233. Esto puede deberse a 
que el procedimiento seguido no es suficientemente sensible para advertir las alteraciones 
que el silenciamiento provoca, ya que este no es completo en todo el cultivo, por lo que la 
deslocalización de Ocludina tampoco lo es. La evaluación de este tipo de alteraciones se ha 
realizado habitualmente tras realizar el nombrado Calcium Switch Assay, que al ser un 
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procedimiento mucho más drástico permite observar diferencias que de otra manera no se 
observan91. 
Analizando exclusivamente los efectos del silenciamiento de CRB2, no parece que esta 
proteína regule el mantenimiento o establecimiento de las uniones adherentes ni de la 
expresión o localización de PAR3, como se ha descrito para otros miembros del complejo 
Crb145, 158, aunque sí se ha descrito una localización interdependiente entre PAR3 y PATJ en 
la membrana plasmática160. Sin embargo, la llegada de CRB2 a la membrana plasmática tiene 
efectos sobre la estabilidad de PALS1 en la misma, ya que las células carentes de CRB2 en 
el momento de máxima polarización muestran una distribución parcheada de PALS1 en la 
membrana plasmática que contrasta con la distribución homogénea que presentan las células 
control. Este tipo de distribución de las proteínas del complejo Crb, desde nuestro 
conocimiento, no se ha observado previamente en experimentos in vitro, aunque los estudios 
realizados sobre la función de estas proteínas en la retina de ratón in vivo muestran una 
pérdida similar del complejo Crb en la membrana limitante externa141, 187. El hecho de que la 
deslocalización de PALS1 no sea total, según muestran nuestros resultados, podría deberse 
a que parte del complejo está siendo mantenido por las funciones de CRB3 en esta 
localización, aunque no consiga una completa estabilización de la proteína en la membrana, 
ni de las uniones ocluyentes como ya hemos observado, pero se necesitan más experimentos 
que confirmen esta hipótesis. 
Por último, nuestros resultados han demostrado que el posicionamiento de CRB2 en la 
membrana plasmática determina, en cierto modo, la salida del ciclo celular de las células 
epiteliales, ya que su falta en ese momento provoca un aumento en la proliferación celular 
de aproximadamente el 200 %. A pesar de la magnitud del incremento, este número sólo 
representa entre el 1 y el 2 % del total de células del cultivo, lo que puede explicar que no se 
aprecien diferencias en la densidad celular cuando CRB2 es silenciada, aunque de nuevo 
debemos tener en cuenta que el silenciamiento no es completo en todo el cultivo. Sin 
embargo, el mantenimiento continuado de este porcentaje de células en división podría 
causar graves perjuicios para la homeostasis de un epitelio in vivo, ya que es una de las 
principales causas de la aparición de tumores33. De hecho, varias de las proteínas de los 
complejos de polaridad fueron descubiertos debido a su papel como supresores tumorales, 
por lo que su actuación en la regulación de la proliferación celular ha sido muy estudiada56, 
150, 151, 234. En concreto, CRB2 ha sido relacionado con un aumento de la proliferación durante 
el proceso de diferenciación celular en células de tejido nervioso140, 141, pero esta es la primera 
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vez que se demuestra que este efecto también afecta a células epiteliales. El mecanismo por 
el cual interviene en este proceso aún se desconoce, pero estudios recientes han relacionado 
al complejo Crb con las rutas de señalización Notch124, 125, 133 e Hippo148, 149, que regulan 
directamente el proceso de división y diferenciación en varios tipos celulares durante el 
desarrollo235, 236. Curiosamente, el ratón CRB2 KO, a pesar de ser inviable, ya que la carencia 
de CRB2 produce letalidad del embrión durante su desarrollo, forma estructuras y órganos 
de un tamaño mayor que el silvestre138, lo que, junto con el resto de resultados obtenidos en 
nuestro trabajo, abre la posibilidad a que CRB2 también participe en la regulación de estas 
rutas de señalización. 
Nuestros resultados indican, por tanto, que la llegada de CRB2 a la membrana plasmática 
interviene en el mantenimiento de las uniones ocluyentes y de las proteínas del complejo 
Crb en la misma, pero no de las uniones adherentes y de los elementos del complejo Par; y 
que, además, determina la salida del ciclo celular de algunas células epiteliales diferenciadas.  
5. Las consecuencias biológicas del silenciamiento de CRB2 
en el epitelio pigmentario in vivo 
 Como mencionamos anteriormente, los cambios sutiles observados tras el 
silenciamiento de diferentes proteínas del complejo Crb in vitro, se traducen en importantes 
alteraciones de la homeostasis cuando la disfunción de las proteínas ocurre en un tejido in 
vivo. Hasta el momento, el único estudio realizado sobre el papel de alguna de las proteínas 
de polarización en el epitelio pigmentario indica que el silenciamiento de PALS1 en este 
tejido provoca alteraciones morfológicas y fisiológicas severas, como la vacuolización 
citoplasmática y el acortamiento de las microvellosidades de este tipo celular157, pero nada 
se sabe sobre los efectos que provoca la carencia de alguna de estas proteínas sobre el resto 
de características celulares directamente relacionadas con la función del complejo Crb. 
Los resultados que hemos obtenido al silenciar CRB2 en el epitelio pigmentario in vivo 
indican que las células infectadas en las que se ha silenciado CRB2 sufren alteraciones 
morfológicas y moleculares que conllevan una pérdida de la homeostasis en el espacio 
subretinal. Tras la liberación mediante inyección subretinal de los vectores lentivirales que 
contienen los shRNA, se produce una fuerte reacción glial y la muerte masiva de 
fotorreceptores, tanto en la zona de inyección como en las adyacentes en las retinas de los 
ratones de ambos grupos experimentales (resultados no mostrados). Esta fuerte reacción, 
debida al daño mecánico del procedimiento, enmascara los posibles efectos que pueda 
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provocar el silenciamiento de CRB2 en los primeros días tras la inyección. Sin embargo, 60 
días después de la inyección, momento en el que hemos analizado los resultados de nuestros 
experimentos, ya se pueden detectar determinados cambios provocados por el 
silenciamiento de CRB2 en las células de epitelio pigmentario, diferentes a los de la lesión 
mecánica debida la inyección que se detectan en un primer momento. Estos efectos son: la 
pérdida de la morfología poliédrica y la deslocalización, más o menos severa, de las proteínas 
PAR3 y PALS1, pero no de ZO-1, de la membrana plasmática de este tipo celular. Esto 
contradice parcialmente los resultados obtenidos sobre la función de las proteínas del 
complejo Crb en la retina in vivo, ya que en estos estudios se demuestra que su falta provoca 
la desorganización, no solo de las proteínas de los complejos de polaridad, como sí ocurre 
en nuestro modelo, sino también de las uniones celulares presentes en la membrana limitante 
externa141, 142, 184, 187, 189, 190. Además, como comentamos anteriormente, numerosos estudios in 
vitro, incluidos los presentados en esta tesis doctoral, apoyan el papel fundamental de las 
proteínas del complejo Crb en el establecimiento y mantenimiento de las uniones celulares 
en diferentes tipos celulares91, 94, 123, 158, 160. Sin embargo, otros estudios en los que se ha 
silenciado tanto CRB2 como CRB3 durante el desarrollo embrionario del ratón muestran 
que la deficiencia en estas proteínas causa la deslocalización de diferentes proteínas de los 
complejos de polaridad apical dependiendo del tejido epitelial analizado, pero en ningún 
caso afecta a la formación y estabilidad de las uniones celulares138, 143, 144. Por lo tanto, parece 
que tanto la expresión de las proteínas del complejo Crb, así como su función y el nivel de 
importancia en la regulación de ciertos procesos celulares, es dependiente del tejido y, 
probablemente también, de su contexto. Hasta lo que sabemos, esta es la primera vez que 
se relaciona la carencia de una proteína del complejo Crb con la pérdida de la típica 
morfología poliédrica epitelial. Si bien, como hemos comentado, existen indicios de una 
relación, al menos indirecta, entre el complejo Crb y la organización del citoesqueleto que 
podría explicar estos cambios225, 228, el gran tamaño observado en algunas de estas células 
podría deberse también a que, tras un proceso de muerte celular, las células adyacentes 
ocupan los nuevos espacios abiertos. Sin embargo, no hemos detectado un aumento ni en 
la muerte celular ni en la proliferación de las células de epitelio pigmentario (resultados no 
mostrados), algo que sí se ha demostrado que ocurre tras el silenciamiento de CRB2 o 
PALS1 en otros tipos celulares in vivo141, 155, por lo que se requieren nuevos estudios que 
respondan a esta pregunta. 
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Todos estos cambios que ocurren tras el silenciamiento de CRB2 en las células de 
epitelio pigmentario in vivo, van acompañados de una abundante migración de células 
microgliales al espacio subretinal, un proceso poco frecuente que solo ocurre en la edad 
avanzada o en determinadas patologías cuando se produce una activación proinflamatoria 
en esta zona de la retina172. Además de encontrar un mayor número de células microgliales, 
el silenciamiento de CRB2 en el epitelio pigmentario produce su activación a un fenotipo 
ameboide, fagocítico, que representan aproximadamente un 58 % del total en los ojos 
inyectados con el shCRB2, mientras que son solo cerca del 14 % del total en los inyectados 
con el shRNA control. El número medio de células microgliales ramificadas, no fagocíticas, 
en ambos grupos experimentales es similar, y representan cerca del 85 % del total de los ojos 
inyectados con el shCTR, lo que indica que es el silenciamiento de CRB2 el causante de la 
llegada y activación de prácticamente el total de células ameboides presentes en este grupo 
experimental, probablemente debido a los cambios morfológicos y bioquímicos que ocurren 
en este tipo celular, mientras que la presencia del resto de células ramificadas se debe al 
efecto directo del daño causado por el proceso de inyección.  
Sin embargo, no hemos detectado alteraciones evidentes en la retina neural que, 
generalmente, suceden a una activación inflamatoria excesiva237. Tanto la estructura general 
de la retina y en concreto de los fotorreceptores, el primer tipo celular que suele verse 
afectado tras lesiones en el epitelio pigmentario, como la expresión y localización de 
proteínas como GFAP o Bassoon, que suelen verse alterados con la pérdida general de la 
homeostasis en la retina237, son similares en ambos grupos experimentales. Por lo tanto, al 
menos a los 60 días después de la inyección, no parece que la pérdida de homeostasis en el 
espacio subretinal relacionada con el silenciamiento de CRB2 en el epitelio pigmentario 
afecte o se deba al mantenimiento de la homeostasis de la retina neural. Sin embargo no 
podemos descartar que, tras un periodo más largo, los cambios producidos en el epitelio 
pigmentario por la falta de CRB2 acaben afectando a la homeostasis de la retina neural, por 
lo que son necesarios nuevos experimentos que respondan a esta hipótesis 
Por lo tanto, a los 60 días del silenciamiento de CRB2 en el epitelio pigmentario in vivo 
se producen alteraciones morfológicas en las células de epitelio pigmentario y la 
deslocalización de las proteínas de los complejos Par y Crb, junto con la llegada al espacio 
subretinal de células microgliales fagocíticas, pero esto no causa la pérdida de la homeostasis 






1. El cultivo de células ChRPE desarrollado en el presente trabajo constituye un 
excelente modelo para el estudio de la biología de las células epiteliales en general, y 
del epitelio pigmentario en concreto, ya que, además de ser de fácil adquisición y 
cultivo, estas células muestran características propias de un epitelio altamente 
polarizado y diferenciado.  
2. El anticuerpo dirigido contra CRB2 desarrollado en el presente trabajo es una 
herramienta válida para el estudio de la proteína CRB2, tanto humana como murina, 
y representa, hasta el momento, el único anticuerpo capaz de reconocer 
específicamente a esta proteína tanto por técnicas de inmunofluorescencia como por 
Western blot.   
3. La proteína CRB2 es, hasta el momento, la única isoforma CRB detectada en el 
epitelio pigmentario. En este tejido completa el establecimiento del complejo Crb 
en las uniones ocluyentes durante el proceso de polarización apicobasal, desde 
donde regula la diferenciación de este tipo celular mediante la estabilización de estas 
uniones y del complejo Crb en la membrana plasmática, y mediante la promoción 
de su salida del ciclo celular. 
4. CRB2 es esencial para el mantenimiento de la homeostasis de las células de epitelio 
pigmentario in vivo, ya que su falta provoca defectos en la organización morfológica 
y molecular de estas células, que conllevan un reclutamiento masivo de células 
microgliales y su activación en el espacio subretinal, y que podría ser determinante 
para el correcto funcionamiento de la retina. 
5. CRB2 es una proteína clave para el desarrollo del fenotipo epitelial, caracterizado 
por su polarización apicobasal y diferenciación. Su falta en la célula ya madura 
produce cambios esenciales en ambas características por lo que resulta fundamental 
para el desarrollo de las funciones del epitelio. Por lo tanto, defectos en las funciones 
de CRB2 pueden ser desencadenantes de patologías de origen epitelial, como son 
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3. Conclusions  
1- The H-RPE cell culture established in this work happened to be an excellent model 
for the study of the epithelial cell biology in general and especially, of the RPE, as it 
is of easy acquisition and culture, and cells show features of a highly polarized and 
differentiated epithelia. 
2- The antibody designed against CRB2 is a useful tool for the study of both, the human 
and murine CRB2 protein and, to date, is the only antibody that specifically 
recognizes this protein not only by immunofluorescence but by Western blot 
analyses. 
3- CRB2 is the only CRB isoform that has been detected in the RPE to date. In this 
tissue, CRB2 completes the establishment of the Crb complex at the tight junctions 
during apicobasal polarization, where it regulates cell differentiation by the 
stabilization of the tight junctions and Crb complex and by facilitating the cell cycle 
arrest. 
4- CRB2 is essential for the maintenance of the RPE cell´s homeostasis, as defects in 
this protein causes morphological and molecular defects in these cells leading to a 
recruitment of activated microglial cells at the subretinal space that could affect the 
retinal function. 
5- CRB2 is a key protein for the development of the epithelial phenotype, characterized 
by its apicobasal polarity and differentiated status. The lack of CRB2 in mature RPE 
cells affects to these features, so it is essential for the performance of the RPE 
functions. Therefore, CRB2 defects could trigger the emergence of pathologies of 
epithelial origin, as different type of tumors or, in the eye, Age-related Macular 
Degeneration.  

